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3
 1 緒論 
 
1. 1 遺伝的にプログラムされた神経回路形成 
	 脳は思考や感情, 生命維持など全身の生命活動を制御しており, たくさんの
神経細胞によって形成されている. 脳が機能的に働くためには, 適切な数の細
胞が増殖し, 様々な個性をもつ細胞へと分化し, 正しい場所で正しい相手と結
合して神経回路を形成する必要がある(図 1). 神経回路の形成はどのような遺伝
的プログラムによって制御されているのだろうか.  
	 一般的に神経細胞は核の存在する細胞体と, 1 本の長く伸びた軸索, 複雑に分
岐した樹状突起からできており, 極性のある形態をもっている. 軸索と樹状突
起は分子的にも機能的にも大きく異なる. 軸索は前シナプスを構成する分子が
集まることによって, 次の細胞へ情報を伝達する役割をもつ. 一方, 樹状突起は
後シナプスを構成する分子が集まることによって, 軸索からの情報を受容する. 
神経細胞の軸索と樹状突起はそれぞれ別の標的へと投射し, 神経細胞同士が正
しく配線することによって神経回路を形成している. 神経回路形成において, 
神経突起がある組織へ伸長することを「ガイダンス」とよび, 組織内の特定の領
域を選別し伸長することを「ターゲティング」とよぶ(図 1).  
	 神経細胞の軸索と樹状突起はどのように正しい領域へと伸長しているのだろ
うか. Sperry はカエルの視神経を用いた移植再生実験の結果から, 「化学親和性
仮説」を提唱した. Sperry は, それぞれの神経細胞は他の神経細胞と区別するた
めの分子タグをもっており, 特定の化学親和性をもつ細胞同士が配線すると提
唱した(Sperry, 1963). そのタグを担う分子として, 網膜-視蓋系において Ephrin/ 
Eph が同定された(Cheng et al., 1995; Drescher et al., 1995). EphrinA は視蓋で前後
軸に沿って濃度勾配を形成し, EphA を多く発現する耳側の神経細胞は EphrinA
の発現が少ない視蓋の前方へ投射する(図 2A). このことから, 分子の濃度勾配
によって , 軸索は標的の位置情報を認識していることが明らかとなった
(Flanagan, 2006). ガイダンス分子は領域によって異なる発現パターンをもつ場
合もある. 例えばショウジョウバエ胚の神経筋接合部では,	 標的の筋肉のみで
発現する分子と,	 標的でない隣接する筋肉に発現する反発分子が存在し,	 特定
の運動神経はそれらを認識することで正確かつ特異的なターゲティングをおこ
なっている(Shishido, 1998; Inaki et al., 2007)(図 2B).	 このように神経突起は誘因
性または反発性のガイダンス因子を介して, さらに細胞同士が相互作用し合う
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 ことによって, 標的を認識し, 経路選択を行っている(Dickson, 2002).  
	 ガイダンス分子からの情報はその下流のシグナル経路へと伝達され, 細胞骨
格分子であるアクチンフィラメントや微小管の制御が行われる. これまでの研
究により, アクチンのダイナミクスが軸索ガイダンスにおいてどのように制御
されているかは明らかになりつつある. アクチンを制御する下流のシグナル経
路の一つとして Cdc42, Rac, RhoA のような Rho ファミリー低分子量 G タンパク
質(Rho GTPase)があげられる(Luo, 2000; Hall and Lalli, 2010) (図 3A). Rho GTPase
は活性をもつGTP結合型と不活性型であるGDP結合型とに転換することによっ
て, 分子スイッチとして機能する. guanine nucleotide exchange factor (GEF)は Rho 
GTPase を GDP 結合型から GTP 結合型へ転換させ, GTPase-activating protein 
(GAP) は Rho GTPase を GTP 結合型から GDP 結合型へと転換させる. 活性型の
Rho GTPase は p21-activated kinase (PAK)など様々な分子と結合しアクチンのダ
イナミクスの制御に関わる. Netrin, Semaphorin, Ephrin, Slit はすべて Rho GTPase
の活性を制御していることが知られている (Hall and Lalli, 2010). 例えば
Semaphorin の受容体である PlexinB は反発性のガイダンス分子として機能する
が, GTP結合型のRacと直接結合することで, RacとPAKとの結合を抑制する(Hu 
et al., 2001). また PlexinB は Rho と結合し, その活性を促進する(Hu et al., 2001).  
	 アクチンの制御には多くのアクチン結合タンパク質が同定されており, ガイ
ダンス分子の下流で機能することも知られている. 例えばプラス端結合タンパ
ク質である Enabled (Ena)が反発性ガイダンス分子 Roundabout (Robo)の下流とし
て働いている(Bashaw et al., 2000). また Semaphorin3A は Cofilin (アクチン脱重合
タンパク質)の LIM kinase1 によるリン酸化を亢進し, 成長円錐の崩壊を引き起
こす(Aizawa et al., 2001).  
	 微小管の制御も神経突起形成において不可欠である. 微小管はα-チューブリ
ンとβ-チューブリンからなるチューブリン二量体の重合によってできる動的な
ポリマーである(図 3B). チューブリン二量体は極性を持ったプロトフィラメン
トをつくり, 10 から 15 本のプロトフィラメントが微小管を形成する. 微小管の
プラス端(β-チューブリン側)では重合の速度が速く, マイナス端(α-チューブリ
ン側)では重合の速度が遅い. 微小管はチューブリン二量体の重合と解離により, 
動的非平衡 (dynamic instability)と呼ばれる微小管の伸長 (growing)と短縮
(shrinkage)を行っている. この微小管の動的非平衡により, 状況に応じて微小管
を迅速に変化させることができ, 細胞の形態変化を可能にしている.  
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 神経突起形成において, 微小管の動的非平衡は多くの微小管制御因子によっ
て制御されている(Conde and Cáceres, 2009; Poulain and Sobel, 2010)(図 3C). その
中には微小管に直接結合する分子である微小管安定因子(Microtubule-stabilizing 
proteins), 微小管重合因子(Microtubule-polymerizing proteins), 微小管プラス端集
積因子(+TIP), 微小管脱重合因子(Microtubule-depolymerizing proteins), 微小管切
断因子(Microtubule-severing proteins)などがあげられる. さらに微小管には直接
結合せず , チューブリン二量体と結合するチューブリン隔離因子 (Tubulin 
sequestering proteins)や, 以下に述べるようなチューブリン二量体形成に関わり, 
チューブリンの量を制御することによって微小管のダイナミクスに関与する分
子も神経突起形成に不可欠である(Ozon et al., 2002).  
	 しかしガイダンス分子の情報がどのように下流のシグナルへと伝達, 統合さ
れ, 細胞骨格分子のリモデリングを制御しているか, 特にガイダンス分子がど
のように微小管を制御しているのかはよくわかっていない.  
 
1. 2 チューブリン折りたたみ経路 
	 微小管はα-チューブリンとβ-チューブリンからなるチューブリン二量体の重
合によってできるポリマーである. α-チューブリン, β-チューブリンは複数のシ
ャペロンの補助によって適切に折りたたまれ, チューブリン二量体を形成する
(Tian et al., 1996; Lopez-Fanarraga et al., 2001)(図 4). 新生されたチューブリンはま
ずCytosolic chaperonin complex (CCT)と結合し, ATPの加水分解, GTPの加水分解
がおこり, チューブリンの中間体を形成する(Cowan, 1993; Fontalba et al., 1993). 
その後中間体α-チューブリンとβ-チューブリンは 5 つのチューブリン折りたた
み補因子(TBCA から TBCE)と作用する. α-チューブリンは TBCB と, β-チューブ
リンは TBCA と結合し, それぞれ TBCE と TBCD まで運ばれる. TBCD/ β-チュー
ブリン複合体, TBCE/ α-チューブリン複合体はさらに, TBCC, TBCD, TBCE, α-チ
ューブリン, β-チューブリンの超複合体を形成する. その後β-チューブリンに結
合する GTP の加水分解をスイッチとして, 超複合体からα-チューブリン/ β-チュ
ーブリンの二量体が放出される(Tian et al., 1996, 1997, 1999; Lopez-Fanarraga et 
al., 2001). チューブリン二量体は GTP 結合型に変換されることにより, 微小管
重合に用いられる.  
	 TBCD と TBCE はチューブリン二量体のβ-チューブリンとα-チューブリンに
それぞれ結合することができ, チューブリンの分解にも関与する(Tian et al., 
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 1997; Bhamidipati et al., 2000)(図 4). ヒトTBCEやウシTBCDを過剰発現させると, 
チューブリン分解を促進し, 微小管が減少する. TBCD とβ-チューブリンの結合
は低分子量 G タンパク質である ADP ribosylation factor-like protein 2 (Arl2)によっ
て抑制されている(Bhamidipati et al., 2000). GDP 結合型の Arl2 は TBCD と結合す
ることにより, TBCD がチューブリン二量体のβ-チューブリンと結合するのを抑
制する. ただし, TBCD と TBCE の過剰発現による微小管への影響は種によって
異なる. ウシ TBCD の過剰発現ではチューブリンの分解が促進するが, ヒト
TBCD ではおこらない(Tian et al., 2010). またヒト TBCE の過剰発現では微小管
の分解がおこるが, ショウジョウバエ TBCE では微小管の増加がみられる(Jin et 
al., 2009).  
	 TBCD はチューブリン折りたたみ以外にも機能することが示唆されている. 
例えば TBCD は中心体に局在し, γ-チューブリンを動員し, 紡錘体の形成に関わ
っている(Cunningham and Kahn, 2008). また, 細胞極性をもつ上皮 MDCK 細胞に
おいて, TBCD を過剰発現させると頂端結合複合体(apical junctional complex)を分
解し, 一層になっている上皮細胞から細胞が解離した. Arl2 の発現によりこの表
現型は抑制することができる(Shultz et al., 2008). このとき微小管の脱重合とは
独立であることから, TBCD はチューブリン折りたたみとは別の機能をもつと考
えられる.  
	 チューブリン折りたたみ補因子の研究は主に酵母や培養細胞などを用いて行
われてきたが, 近年 TBCE と TBCB が神経系の発生と機能を制御していると報
告されている . ヒト TBCE は , 副甲状腺機能低下症 -遅滞形態異常症候群
(hypoparathyroidism-retardation-dysmorphism (HRD))と常染色体劣性 Kenny-Caffey
症候群の原因遺伝子である(Bömmel et al., 2002; Martin et al., 2002; Parvari et al., 
2002). TBCE はα-チューブリンと結合する glycine-rich cytoskeleton-associated 
protein (CAP-Gly)ドメインをもち, HRD は CAP-Gly ドメインの 12 塩基対の欠損
により, 4 アミノ酸が欠損した TBCE が発現することによって引き起こされる. 
この変異によって, 微小管オーガナイジングセンターの微小管の密度の減少や
微小管の極性に異常が生じる(Parvari et al., 2002). マウス TBCE の変異は進行性
運動神経変性(progressive motor neuronopathy (pmn))をひきおこす(Bömmel et al., 
2002; Martin et al., 2002). pmn マウスはヒトの運動神経変性のモデルとして用い
られてきた. pmn は TBCE の最後の塩基対の Trp524Gly 変異によっておこる
(Bömmel et al., 2002; Martin et al., 2002). pmn マウスは生後 2 週間から運動神経変
7
 性が始まり, 生後 4 から 6 週間で致死となる(Schmalbruch et al., 1991). pmn マウ
スも微小管の数が減少しており, pmn マウス由来の神経細胞の軸索は短く, 軸索
腫大がみられた(Bömmel et al., 2002; Martin et al., 2002). さらにショウジョウバ
エ TBCE は神経筋接合部の発生と機能に必要であり, 微小管ネットワークの形
成を促進している(Jin et al., 2009).  
	 TBCB は軸索の成長錐体に発現し, TBCB をノックダウンすると軸索伸長を亢
進する. またTBCB過剰発現により微小管の脱分解がおこり, 軸索退縮を引き起
こす (Lopez-Fanarraga et al., 2007). 巨大軸索性ニューロパチー (Giant axonal 
neuropathy (GAN))は常染色体劣性神経変性疾患であるが, この原因遺伝子は
Gigaxonin であり, Gigaxonin 変異により TBCB の分解が抑制される(Wang et al., 
2005). TBCB の過剰な集積により微小管異常が生じ, 神経変性がおこると考えら
れる. このように, チューブリン折りたたみ補因子はチューブリンの量を調整
することで, 神経細胞において重要な機能をもっているが, チューブリン折り
たたみ補因子がどのようなガイダンス分子の下流で機能しているかは解明され
ていない.  
 
1. 3 ショウジョウバエ嗅覚系投射神経 
	 本研究ではショウジョウバエ嗅覚系投射神経をモデルに採用し, 神経形態形
成の分子機構の解明に取り組んだ(図 5). ショウジョウバエの一次嗅覚中枢であ
る触角葉は 3 種類の神経細胞(片半球あたり~2600 嗅覚受容体神経, 150~200 投射
神経, ~200 介在神経)と触角葉の周りを覆っているグリア細胞によって形成され
ている(Jefferis and Hummel, 2006; Sakuma et al., 2014a). 触角葉は約 50 個の糸球
体からなり, それぞれの糸球体は大きさや形, 相対的な位置関係によって識別
することができる(Laissue et al., 1999)(図 7B). 嗅覚受容体神経は触角とマキシラ
リーパルプに存在し, 嗅覚受容体(OR)またはイオンチャネル型グルタミン酸受
容体(IR)で匂い分子を受容する(Vosshall et al., 2000; Benton et al., 2009). 嗅覚受容
体神経の軸索は触角葉へと伸長し, 同じ OR または IR を発現している嗅覚受容
体神経の軸索は一つの糸球体へと投射する. 投射神経は触角葉において嗅覚受
容体神経とシナプス結合し, 嗅覚情報をさらに高次構造へと伝達する. 主な投
射神経の樹状突起は一つの糸球体を選別し投射するが, 一部の投射神経の樹状
突起は複数の糸球体へ投射する(Lai et al., 2008; Yu et al., 2010; Lin et al., 2012). 
投射神経の軸索はキノコ体と側角へと伸長し, 側角において特異的な枝分かれ
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 を形成する(Wong et al., 2002; Marin et al., 2002). 触角葉にはその他に介在神経が
投射している. 介在神経の神経突起は触角葉の複数の糸球体に投射し、多様な形
態を持っている(Chou et al., 2010). 本研究では樹状突起と軸索の形態を脳内で定
量・定性的に解析を行うために, 主に単一の糸球体へ投射する投射神経をモデル
に用いている.  
	 神経細胞の形態を脳内において単一細胞レベルで観察するために, 遺伝学的
モザイク解析法(MARCM)を用いた(Lee and Luo, 1999)(図 6). MARCM 法では, 
FRT/FLP 法を用いて特定の染色体腕で染色体組み換えを人為的に誘導し , 
GAL4/UAS法とGal80を組み合わせることにより, 目的の遺伝子発現を時空間的
に制御することができる. これにより, 生体内の特定の細胞のみを目的の遺伝
子変異ホモ接合体とし, さらにその細胞だけを Gal4/UAS 法によって可視化, 操
作することができる(図 6A).  
	 MARCM 法によって, 脳内において単一細胞レベルで神経細胞の軸索や樹状
突起の形態を観察することが可能となった. これを用いて, 投射神経の個性と
神経突起のターゲティングパターンとの関連が研究されてきた.  
	 触角葉を構成する投射神経と介在神経は 5 つの細胞系譜「前方背側神経幹細
胞系譜(ALad1)」「側方神経幹細胞系譜(ALl1)」「腹側神経幹細胞系譜 1(ALv1)」「腹
側神経幹細胞系譜 2(ALv2)」「側方腹側神経幹細胞系譜(ALlv1)」から誕生する(Ito 
et al., 2013; Yu et al., 2013)(図 7A). このうち投射神経は ALad1, ALl1, ALv1, 
ALlv1細胞系譜から, 介在神経はALl1, ALv1, ALv2細胞系譜から誕生する. 細胞
系譜と神経幹細胞から生み出される誕生順によって神経細胞の個性(クラス)が
決定する. この個性によって投射神経の樹状突起がターゲティングする糸球体
と , 投射神経の軸索の枝分かれパターンが規定されている (図 7C). 近年
MARCM 法を改良した twin-spot MARCM 法を用いて, ALad1 細胞系譜のすべて
の神経の誕生順と形態が明らかになった(Yu et al., 2010). さらに Notch の活性の
有無によって, ALl1細胞系譜とALv1細胞系譜では投射神経となるか介在神経と
なるかが決定する(Lai et al., 2008). ALl1 細胞系譜についても, 投射神経の誕生順
や, 姉妹細胞となる介在神経の同定が行われている(Lin et al., 2012). 	  
 
1. 4 投射神経の形態形成機構の先行研究 
	 投射神経の発生についても解明が進んできた(Jefferis et al., 2004) (図 8A). 投射
神経は胚期および幼虫期に誕生する(Jefferis et al., 2001; Marin et al., 2005). 胚期
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 に誕生した投射神経は幼虫期の嗅覚系神経回路を形成し, 蛹期に成虫の神経回
路を形成するためにリモデリングが起こる(Marin et al., 2005). 幼虫期に誕生し
た投射神経は, 幼虫期後期に軸索をキノコ体と側角へと伸長させ, 蛹期 0-18 時
間には軸索側枝を発達させる. 蛹期 0-18 時間に予定触角葉に向かってすべての
クラスの投射神経の樹状突起は一斉に伸長し, 将来ターゲティングする糸球体
が形成される付近へおおまかに投射する(図 8B1). このとき投射神経のシナプス
形成相手である嗅覚受容体神経の軸索は触角葉に侵入していない. 嗅覚受容体
神経の軸索はおよそ蛹期 18時間に触角葉へと到達し, 蛹期 26時間以降に触角葉
の大まかな位置へのターゲティングを始める(図 8B2). この時期の予定触角葉は
未成熟であり, 糸球体の構造はまだ形成されていない. 予定触角葉には投射神
経の樹状突起が伸長する前, 蛹期 0時間にもDN-Cadherinを発現する神経突起が
存在しており, これを標的として投射神経は樹状突起ターゲティングを行って
いると考えられるが, この DN-Cadherin を発現する細胞種は未だ同定されてい
ない. この後, 嗅覚受容体神経の軸索と, 投射神経の樹状突起が相互作用し, 糸
球体を形成する(図 8B3). 蛹期 50 時間頃には, 糸球体の構造が明確となり, 嗅覚
受容体神経の軸索と投射神経の樹状突起間でシナプスが形成され始める. その
後触角葉はグリア細胞に覆われ, 糸球体が成熟する. 介在神経の発生過程につ
いてはほとんど知見がなく, いつ触角葉へ伸長するか解明されていない.  
	 投射神経の個性(クラス)は数々の転写因子の組み合わせによって決定され, 
さらにこの組み合わせが投射神経の形態を制御している(Jefferis et al., 2001; 
Komiyama et al., 2003; Komiyama and Luo, 2007; Tea et al., 2010) (図 9A). 例えば前
方背側神経幹細胞系譜の投射神経では POU ドメイン転写因子である Acj6 が発
現し, 側方神経幹細胞系譜の投射神経は POU ドメイン転写因子である Drifter が
発現している. Acj6 を側方神経幹細胞系譜の投射神経に発現させると, 野生型に
おいて前方背側神経幹細胞系譜の投射神経が投射する糸球体へとターゲティン
グする. Acj6 と Drifter は 2 つの細胞系譜の特異性の決定を行っている(Komiyama 
et al., 2003). 一方ジンクフィンガー転写因子である Chinmo, Krüppel が時間的な
神経細胞の個性の決定に関わると考えられている(Kao et al., 2012). その他にも, 
投射神経の形態形成に関わる転写因子として, Islet, Lim1, Cut, Squeeze, Lola, 
Empty spiracle, Jing, homothorax, extradenticle, orthodenticle が同定されており, 転
写因子の組み合わせにより, 投射神経の個性を決定している. (Komiyama and 
Luo, 2007; Lichtneckert et al., 2007; Spletter et al., 2007; Das et al., 2008; Ando et al., 
2011; Nair et al., 2013; Sen et al., 2014).  
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 細胞の個性の決定の後, 投射神経の樹状突起は予定触角葉へと伸長し, 将来
ターゲティングする糸球体のおおまかな領域へと投射する(図 9B). この過程に
おいて投射神経の樹状突起は触角葉の軸に沿った位置情報を認識していると考
えられる. 膜貫通分子のSemaphorin-1a (Sema-1a)は投射神経のクラスに応じて樹
状突起内に異なる量で発現することで, 背側側方—腹側正中線軸に沿った濃度勾
配を予定触角葉に形成し, 樹状突起ターゲティングを制御している(Komiyama 
et al., 2007). 予定触角葉には, 退縮していく幼虫の嗅覚受容体神経によって分泌
された Semaphorin-2a (Sema-2a)と Semaphorin-2b (Sema-2b)の濃度勾配が存在し
ている. Sema-1aは受容体として働き, Sema-2a, Sema-2bの逆向きの濃度勾配を認
識して背側側方—腹側正中線軸に沿った樹状突起ターゲティングを制御してい
る(Sweeney et al., 2011). また, Meigo は側方−正中線軸に沿った樹状突起ターゲ
ティングに関与している. 野生型では側方の糸球体へ投射していた投射神経が, 
meigo 変異投射神経の樹状突起は糸球体からもれ出てしまい, 正中線側へターゲ
ティングする. meigo 変異投射神経の樹状突起がもれ出てしまう表現型は, 軸索
ガイダンス分子である Ephrin の過剰発現により抑制される. Meigo は小胞体に局
在する糖核酸トランスポーターであり, Ephrin の N-グリコシル化を正に制御し, 
N-グリコシル化は Ephirin の機能に必要である(Sekine et al., 2013). Meigo によっ
て制御される膜分子はその他にも存在すると考えられるが, 側方−正中線軸に沿
った樹状突起ターゲティングに関わる分子は同定されていない.  
	 軸に沿った樹状突起の大まかなターゲティングの後, 樹状突起はそれぞれの
糸球体へ選択的にターゲティングする(図 9C). ロイシンリピートを持つ膜貫通
蛋白質の Capricious (caps)と Tartan は, 特定のクラスの投射神経のみに発現し, 
樹状突起のターゲティングを制御している(Hong et al., 2009). このように, 触角
葉内には, 濃度勾配による位置情報に加えて, 糸球体に個性を与える位置情報
を提示している分子があることが報告されている.  
	 転写因子や膜分子の他に, 細胞内輸送に関わる分子が投射神経の形態形成に
必要であることが示されている. セリン/スレオニンキナーゼ Unc-51 はキネシン
を介した小胞輸送に関わる. Unc-51変異投射神経では, 樹状突起が本来投射する
糸球体だけでなく , 触角葉以外の組織や , 他の糸球体へも投射していた
(Mochizuki et al., 2011). さらに Rab5, Glued, Sprint と結合し, 初期エンドソーム
の成熟に関与する Strip も投射神経の形態形成に必要である. strip 変異体投射神
経では樹状突起が本来ターゲティングする糸球体に加えて, 他の糸球体へとタ
11
 ーゲティングし, 軸索が短くなる表現型がみられる(Sakuma et al., 2014b). この
ような細胞内輸送に関わる分子は, ガイダンス分子の輸送やシグナル分子の量
の調節に関わることにより, 神経形態制御に関与していると考えられる.  
	  
1. 5 本研究の概要 
	 私は本学修士課程において, 投射神経の神経突起形成に関わる分子の候補と
して膜タンパク質である dachsous (ds)に着目し, dachsous 変異投射神経(dsUAO71 
PN)の表現型解析を行い, 樹状突起と軸索の形態に異常が生じることを見出した
(奥村, 2012). しかし, dsUAO71 PN の表現型は ds の変異によるものではなく, バッ
クグラウンドに存在したチューブリン折りたたみ補因子 D (tubulin folding 
cofactor D (TBCD))の変異によるものであった. TBCD1 変異ホモ接合体投射神経
(TBCD1 PN)では樹状突起が本来ターゲティングする糸球体だけでなく, その他
の糸球体へも投射し異所的な枝分かれを生じた. TBCD1 PN の軸索は退縮し, キ
ノコ体や側角まで伸長していなかった. TBCD1 PN では微小管の減少がみられる
こと, TBCD の過剰発現やその他のチューブリン折りたたみ補因子の変異体でも, 
同様の樹状突起の表現型がみられたことから, チューブリン折りたたみ補因子
は, チューブリンの量を調整することで微小管を制御し, 神経形態制御に関与
していると考えられる. さらに TBCD は Dscam と結合し, 投射神経とキノコ体
神経において遺伝的に相互作用することを明らかにした. TBCDはDscamの下流
で働き, Dscamのシグナルを伝達することによって微小管を制御していると考え
られる. TBCD の神経系での働きはこれまで知られておらず, 本研究は TBCD が
神経突起形成において機能することを初めて示した. Dscamはヒトのダウン症へ
の関与が示唆されており, TBCD はダウン症による神経回路の変化の解明に新た
な洞察をもたらすと考えられる.  
  
12
 2 実験材料と方法 
 
2. 1 キイロショウジョウバエ系統および飼育 
	 キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster)は 25℃に保ったインキュベ
ータで飼育し, 常温でハンドリングした. 以下に使用した系統をあげる.  
 
2. 1. 1 変異体系統 
dsUAO71, FRT40A (Adler et al., 1998) 
P{PZ}ds05142 (Spradling et al., 1999)  
fat8, FRT40A (Bryant et al., 1988) 
FRTG13, fjd1(Brodsky and Steller, 1996) 
TBCD1, FRT40A (本研究) 
dGC13, FRT40A (Mao et al., 2006) 
FRTG13, dTBCB1(Baffet et al., 2012) 
FRTG13, DscamP1 (Wang et al., 2002)  
 
2. 1. 2 UAS 系統 
UAS-ds (Matakatsu and Blair, 2004),   
UAS-TBCD (本研究) 
UAS-CG11723 (本研究) 
UAS-CG4259 (本研究) 
UAS-TBCE-RNAi (Jin et al., 2009) 
UAS-βTub56D-myc (本研究) 
UAS-GFP-αTub84B (Grieder et al., 2000) 
UAS-HA-syt (Robinson et al,. 2002) 
UAS-TBCD-myc (本研究) 
UAS-TBCE (Jin et al., 2009) 
UAS-Dscam17.1-GFP (Wang et al., 2004) 
UAS-Dscam17.2-GFP (Wang et al., 2004) 
UAS-shRNA-TBCD (本研究) 
 
2. 1. 3 Gal4 系統 
Sca-Gal4 (Reddy and Rodrigues, 1999) 
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2. 1. 4 MARCM 用系統 
y w; FRT40A / CyO 
y w; FRT40A, FRTG13/ CyO 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP; tubP-Gal80, FRT40A , GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP 
/ CyO  
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP, GH146-Gal4, FRT19A; FRTG13, tubP-Gal80/ CyO  
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-RFP, GH146-Gal4, FRT19A; tubP-Gal80, FRT40A /CyO 
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP; tubP-Gal80, FRT40A / CyO; ; OK107-Gal4 
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP; FRTG13, tubP-Gal80/ CyO; ; OK107-Gal4 
 
2. 1. 5 それぞれの図に用いた詳細な遺伝子型 
図 目的 遺伝子型 
6C 
WT NB PN,  
WT DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A 
10A, E WT DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A 
10B, F dsUAO71 DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ dsUAO71, FRT40A 
10C, G 
dsUAO71 DL1 PN 
UAS-ds  
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/ UAS-ds; tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ dsUAO71, FRT40A  
10D, H 
dsUAO71 DL1 PN 
UAS-TBCD 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ dsUAO71, FRT40A; 
UAS-TBCD/+ 
12E, G, 
I, K, M, 
O WT NB PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A 
12F, H, 
J, L, N, 
P TBCD1 NB PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ TBCD1, FRT40A 
13A, C TBCD1 DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ TBCD1, FRT40A 
14
 13B, D 
TBCD1 DL1 PN 
UAS-TBCD 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ TBCD1, FRT40A; 
UAS-TBCD/+ 
14A-D, 
I-L WT DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A 
14E-H, 
M-P TBCD1 DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ TBCD1, FRT40A 
15A, C TBCB1 DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); FRTG13, tubP-Gal80/ FRTG13, TBCB1 
15B, D 
WT DL1 PN 
UAS-TBCE RNAi  
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/ UAS-dicer2; tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A; UAS-TBCE 
RNAi/ + 
16A, C 
WT DL1 PN 
UAS-βTub56D-myc 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A; 
UAS-βTub56D-myc/ + 
16B, D 
TBCD1 DL1 PN 
UAS-βTub56D-myc 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ TBCD1, FRT40A; 
UAS-βTub56D-myc/+ 
17A-C, 
G-I 
WT DL1 PN 
UAS-GFP-αTub84B 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-RFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); tubP-Gal80, FRT40A/ FRT40A; UAS-GFP-αTub84B/ + 
17D-F, 
J-L 
TBCD1 DL1 PN 
UAS-GFP-αTub84B 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-RFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); tubP-Gal80, FRT40A/ TBCD1, FRT40A; 
UAS-GFP-αTub84B/ + 
18A 
WT DL1 PN 
UAS-HA-syt 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/ UAS-HA-syt; tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A 
18B 
TBCD1 DL1 PN 
UAS-HA-syt 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/UAS-HA-syt; tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ TBCD1, FRT40A 
19B, C 
WT DL1 PN 
UAS-TBCD-myc 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A; 
UAS-TBCD-myc/+ 
19D, E 
WT DL1 PN 
UAS-TBCE 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP/y w (or Y); tubP-Gal80, 
FRT40A, GH146-Gal4, UAS-mCD8-GFP/ FRT40A; 
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 UAS-TBCE/+ 
21A, E WT DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); FRTG13, tubP-Gal80/ FRT40A, FRTG13 
21B, F 
WT DL1 PN 
TBCD1/+ 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); TBCD1, FRTG13, tubP-Gal80/ FRT40A, FRTG13 
21C, G DscamP1 DL1 PN 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); FRTG13, tubP-Gal80/ FRTG13, DscamP1 
21D, H 
DscamP1 DL1 PN 
TBCD1/+ 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-GFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); TBCD1, FRTG13, tubP-Gal80/ FRTG13, DscamP1 
22B, D 
WT DL1 PN 
UAS-Dscam17.1- 
GFP 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-RFP, GH146-Gal4, FRT19A/ 
UAS-Dscam17.1-GFP; tubP-Gal80, FRT40A/ FRT40A 
22C, E 
TBCD1 DL1 PN 
UAS-Dscam17.1- 
GFP 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-RFP, GH146-Gal4, FRT19A/ 
UAS-Dscam17.1-GFP; tubP-Gal80, FRT40A/ TBCD1 FRT40A 
22F, H 
WT DL1 PN 
UAS-Dscam17.2- 
GFP 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-RFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); tubP-Gal80, FRT40A/ FRT40A; UAS-Dscam17.2-GFP/ 
+ 
22G, I 
TBCD1 DL1 PN 
UAS-Dscam17.2- 
GFP 
y w, hs-FLP122, UAS-mCD8-RFP, GH146-Gal4, FRT19A/y w 
(or Y); tubP-Gal80, FRT40A/ TBCD1, FRT40A; 
UAS-Dscam17.2-GFP/ + 
25E WT MB clone 
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP/w (or Y); FRTG13, tubP-Gal80/ 
FRT40A, FRTG13;; OK107-Gal4/+ 
25F DscamP1 MB clone 
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP/w (or Y); FRTG13, tubP-Gal80/ 
FRTG13, DscamP1;; OK107-Gal4/+ 
25G WT MB  
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP/w (or Y); +/Cy, y+ ;; 
OK107-Gal4/+ 
25H 
UAS-shRNA-TBCD 
MB  
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP/w (or Y); +/Cy, y+; 
UAS-shRNA-TBCD/+; OK107-Gal4/+ 
26A 
UAS-Dscam17.2- 
GFP MB 
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP/ w (or Y); 
UAS-Dscam17.2-GFP/Cy,y+;; OK107/ + 
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 26B 
UAS-Dscam17.2-GFP
UAS-shRNA-TBCD 
MB 
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP/ w (or Y); 
UAS-Dscam17.2-GFP/Cy,y+; UAS-shRNA-TBCD/+; OK107/ 
+ 
26C 
UAS-Dscam17.2- 
GFP, TBCD1/+ MB 
y w, hs-FLP, UAS-mCD8-GFP/ w (or Y); TBCD1, 
UAS-Dscam17.2-GFP/+; TM3, Sb/+; OK107/ + 
 
2. 2 遺伝子組み換え系統の作製 
	 以下のように目的のプラスミドを作製し, ショウジョウバエの染色体に導入
した遺伝子組み換え系統を BestGene Inc. (Chino Hills, CA, USA)で作製した. 用
いたプライマーは 2. 14「使用したプライマー配列」に記載した.  
 
2. 2. 1 UAS-TBCD の作製 
	 TBCD の cDNA の全長を含む DGRC clone LD16031 を NotI と KpnI によって
切り出し, pUAST ベクターに挿入した.  
 
2. 2. 2 UAS-TBCD-myc の作製 
	 TBCD の全長を pUAST-TBCD から PCR によって増幅した. PCR 産物を NotI と
XhoI によって制限酵素処理を行い,  pUAST-7xmyc ベクターに挿入した.  
 
2. 2. 3 UAS-CG11723 の作製 
	 三齢幼虫のcDNAライブラリーからPCRによってCG11723の領域を増幅した. 
PCR 産物を TA クローニングを用いて pT7Blue ベクターに挿入後, SpeI と BamHI
によって制限酵素処理し, pUAST ベクターに挿入した.  
 
2. 2. 4 UAS-CG4259 の作製 
	 三齢幼虫の cDNA ライブラリーから PCR によって CG4259 の領域を増幅した. 
PCR 産物を TA クローニングを用いて pT7Blue ベクターに挿入後, XbaI と EcoRI
によって制限酵素処理し, pUAST ベクターに挿入した.  
 
2. 2. 5 UAS-shRNA-TBCD の作製 
	 TBCD 遺伝子から 22 塩基(5´- TGCAGTGGCTGCTATTTTAAAG-3´)を選び, そ
の 22 塩基を一部変換した配列を含む約 200 塩基からなる shRNA フラグメント
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 を得た(Chen et al., 2007). このフラグメントを EcoRI, NotI で切断し, pUAST-attB
ベクターに導入した.  
 
2. 2. 6 UAS-βTub56D-myc の作製 
	 ubi-βTub56D-GFP プラスミド (秋山 -小田康子博士 , 小田広樹博士  (JT 
Biohistory Research Hall)提供)を用いてβTub56D を PCR によって増幅した. PCR
産物を NotI and XhoI によって制限酵素処理し, pUAST-7xmyc に挿入した.  
 
2. 3 脳内単一細胞モザイク解析法による表現型解析 
	 遺伝学的モザイク解析法(MARCM法)を用いて, 体細胞分裂中の母細胞に熱シ
ョックにより組み換え酵素を発現させ, 染色体組み換えを誘導する(Lee and Luo, 
1999). それにより娘細胞の一方が目的の遺伝子型ホモ接合体 , 他方が
tubP-Gal80 ホモ接合体となる場合がある. 染色体組み換えの起きなかったヘテ
ロ接合体の細胞と, 組み換え後の tubP-Gal80 ホモ接合体の細胞は, Gal80 タンパ
ク質の発現によって Gal4 タンパク質の活性が抑制されている. しかし, 目的の
遺伝子型ホモ接合体の細胞(MARCM クローン)だけは tubP-Gal80 遺伝子を持た
ないため, Gal4 タンパク質が活性をもち, UAS 以下の遺伝子が発現する(図 6A).  
	 染色体組み換えが神経幹細胞で起こった場合は, 「神経幹細胞」または「神経
母細胞」が目的の遺伝子型ホモ接合体となる. 神経幹細胞が目的の遺伝子型ホモ
接合体となった場合は, その神経幹細胞から生み出されるそれ以降の細胞はす
べて目的の遺伝子型ホモ接合体となるため, 複数の神経細胞を可視化すること
ができる(神経幹細胞クローン, 図 6B, C 左). 一方神経母細胞が目的の遺伝子型
ホモ接合体となった場合と神経母細胞で染色体組み換えが起こった場合は, そ
の神経母細胞から生み出される神経細胞が目的の遺伝子型ホモ接合体となる. 
その結果 2 つの神経細胞または単一の神経細胞を可視化することができる(単一
細胞クローン, 図 6B, C 右). ただし本研究で解析を行った DL1 糸球体へターゲ
ティングする投射神経(DL1 PN)の場合は, 1 つの神経母細胞から生み出される 2
つの神経細胞のうちの 1 つは発生中に細胞死を起こすため, 単一細胞クローン
のみが観察される.  
	  
2. 3. 1 MARCM 法によるクローンの誘導 
	 MARCM 法を用いて DL1 PN とキノコ体神経幹細胞クローンを作製するため
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 に, 必要な遺伝型をもつ一齢幼虫のショウジョウバエに 1 時間 37℃で熱ショッ
クを与えた. 熱ショックによって発現が誘導される組み換え酵素(FLPase)によ
って, 染色体組み換えを起こし, 目的の遺伝子型ホモ接合体の細胞を作製した. 
投射神経特異的に発現する GH146-Gal4 またはキノコ体神経で発現する
OK107-Gal4 を用いて, UAS-mCD8-GFP(膜結合型 GFP)または UAS-mCD8-RFP(膜
結合型 RFP)の発現を誘導し, MARCM クローンを可視化することで, 神経形態
を解析した.  
 
2. 3. 2 脳の解剖, 免疫組織化学(Wu and Luo, 2006) 
	 0.3% TritonX-100 (nacalai tesque, 35501-15)/ 0.1 M phosphate buffer (68 mM 
disodium hydrogenphosphate 12-water (Wako, 196-02835), 35 mM sodium 
dihydrogenphosphate dehydrate (Wako, 192-02815)) (PBT)中でショウジョウバエの
脳を摘出し, 氷冷した4% paraformaldehyde (PFA) (Merck KGaA, 30525-89-4)/ PBT 
中に静置した. 4% PFA/ PBT にて室温で 20 分間固定した. PBT で室温 20 分間の
洗浄を 3 回繰り返した. 5% Normal Goat Serum (gibco, 16210-064)/ PBT 中で室温
60 分間ブロッキングした. それぞれの実験において適当な濃度に PBT で希釈し
た一次抗体溶液を加え 4℃で一晩抗体反応させた. その後, PBT で室温 20 分間の
洗浄を3回繰り返し, 適当な濃度にPBTで希釈した二次抗体溶液を添加後, 遮光
し 4℃で一晩抗体反応させた. 反応後, PBTで室温 20分間の洗浄を 3回繰り返し, 
SlowFade Gold antifade reagent (invitrogen, S36936) 40 µl を加え, 組織が沈むまで
静置した. 使用した抗体, 使用希釈倍率は 2. 15「使用した抗体」に記載した.  
 
2. 3. 3 画像の取得 
	 TCS SP5 共焦点顕微鏡(Leica)を用いて画像を取得した. 投射神経の樹状突起
と軸索の画像取得は別々に行った. 対物レンズは 40倍油浸レンズ(HCX PL APO,   
N. A. 1.25-0.75, Leica, 506251)を使用し, 樹状突起はさらに2.3倍, 軸索は1.7倍の
ズームをかけた. 樹状突起の画像取得の際は触角葉がすべて入るように Z 軸の
範囲を設定し, 1 µm間隔で画像取得を行い, avi形式にて画像保存を行った. 軸索
の画像取得の際は, キノコ体と側角がすべてはいるように Z 軸の範囲を指定し, 
1 µm 間隔で画像取得を行った. 樹状突起, 軸索ともに, マックスプロジェクシ
ョンを行った後, jpeg 形式で保存した. キノコ体の軸索の画像取得の際は, TCS 
SP5 共焦点顕微鏡(Leica), 対物レンズ 40 倍油浸レンズ(HCX PL APO, N. A. 
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 1.25-0.75, Leica, 506251)を用い, ズームを 1.7 倍かけた. α葉, β葉が入るように Z
軸の範囲を設定し, 1 µm 間隔で画像取得を行った. マックスプロジェクション
を行った後, jpeg 形式で保存した.  
 
2. 3. 4 投射神経の表現型解析 
	 投射神経の樹状突起が本来投射する糸球体とその他の糸球体へ投射する頻度
を調べた. 軸索の表現型に関しては, 軸索が側角で正しい形態を取っているか
調べた.  
	 投射神経の神経幹細胞クローンについては, Brp 染色によって触角葉を可視化
し, 触角葉の構造や糸球体の位置に関して盲検法により表現型のクラス分けを
行った(図 12D). 
	 樹状突起が触角葉の外側へもれ出てしまう表現型と, 軸索の長さに関しては
盲検法によって表現型のクラス分けを行った(図 21I, J).  
	  
2. 3. 5 キノコ体神経のα葉, β葉の表現型解析 
	 キノコ体のα葉, β葉は FasII 抗体染色によってα葉, β葉の長さ, 太さを解析し, 
クラス分けを行った.  
 
2. 4 dsUAO71投射神経の形態形成異常の原因遺伝子の同定 
	 私は本学修士課程において, SNP マッピングと欠失系統を用いた相補試験に
よって, dsUAO71アリルに含まれる原因遺伝子が第二染色体左腕 22B1から 22D6の
領域に含まれていることを見出した(奥村, 2012).  
	 そこで, 第二染色体左腕 22B1 から 22D6 を含むゲノムの一部分が欠失してい
る欠失系統と dsUAO71変異体を交配させ, 相補試験を行った. dsUAO71変異体と交配
させた F1 においてトランスへテロ(dsUAO71/ 欠失系統)が致死となった欠失系統
は, Df(2L)ED7762, Df(2L)BSC688, Df(2L)ED125, Df(2L)Exel6006, Df(2L)Exel7008 系
統 で あ り , 致 死 と な ら な か っ た の は , Df(2L)Exel7007, Df(2L)Exel8005, 
Df(2L)Exel6007, Df(2L)Exel7010系統である. この結果から致死性に関する原因遺
伝子は 22B8から 22D1に存在すると推測された(図 11). さらに, 候補となる領域
に P 因子等が挿入された系統と dsUAO71変異体を交配させ, F1 においてトランス
ヘテロ(dsUAO71/ P 因子挿入系統)の致死性を確認した. P{wHy}DG14207 は dsUAO71
と交配させた際 F1 のトランスへテロが致死となるが, Mi{MIC}GlyP[MI00957],  
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 P{EP}AIF[GE14994], PBac{RB}AIF[e04281], P{PZ}aop[03953a]と dsUAO71を交配さ
せた場合, トランスへテロは致死とならない. P{wHy}DG14207 は CG11723 と
CG7261 の間に P 因子が挿入された系統である(図 11). そこで UAS-CG11723, 
UAS-TBCD (UAS-CG7261), UAS-CG4259 を作製し MARCM 法を用いてレスキュ
ー実験を行った. その結果 UAS-TBCD を dsUAO71 PN に発現させた場合のみ, 表現
型をレスキューした(図 10D, H).  
 
2. 5 TBCD1の変異の同定 
2. 5. 1 ショウジョウバエ胚の回収 
	 産卵を誘発する目的で , 練りイーストを塗布した餌でショウジョウバエ
TBCD1, FRT40A/CyO, Dfd-YFP を一晩飼育した. これらのショウジョウバエを練
りイーストが塗布されたグレーププレート(55% Welch’s グレープジュース (カ
ルピス), 5.2% D-(+)-glucose (Wako, 049-31165), 2.6% Sucrose (Wako, 196-00015), 
2% Agar powder ( キシダ化学 , 260-01705), 0.04% phosphoric acid (Wako, 
167-02166),  0.4% propionic acid (Wako, 163-04726)) を設置したボトルに 5 時間
いれ, グレーププレート上に胚を産卵させた. これらの胚を 25℃で 15 時間培養
した. embryo 洗浄液(0.7% NaCl (Wako, 191-01665), 0.03% Triton X-100 (nacalai 
tesque, 35501-15))で洗浄しつつ回収し, ピューラックス(6% sodium hypochlorite, 
オーヤラックス, 152746)に 2分間浸けることでコリオン膜を除き, embryo洗浄液
で再度洗浄した. 蛍光顕微鏡によって YFP 陰性の胚(TBCD1 変異ホモ接合体)の
みを選別した.  
 
2. 5. 2 単一の胚からのゲノム DNA の抽出 
	 テラサキプレートの一つのウェルに一つの胚を回収し, Homogenizing Buffer (1
×Ex Taq Buffer (Takara, RR001A), 1% Tween-20 (Wako, 166-21115 )) 4 µlを加えて
胚をイエローチップを用いて破砕し, Proteinase Buffer (1×Ex Taq Buffer(Takara,  
RR001A), 0.05 mg/ml Proteinase K (nacalai tesque, 29442-14)) 16 µl に入れた. 50℃
で 60 分, 95℃で 10 分間加熱し, ゲノム DNA 抽出液として使用した.  
 
2. 5. 3 塩基配列の解読 
	 ゲノム DNA を増幅するために, 単一のショウジョウバエ胚のゲノム DNA 抽
出液  5 µl, 10 µM Forward プライマー / Reverse プライマー混合液  1 µl, 
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 PrimeSTAR Max DNA polymerase (Takara, R045) 25 µl, 滅菌蒸留水19 µlを混合し, 
PCR (98℃ 1 分の後, 98℃ 10 秒, 55℃ 5 秒, 72℃ 5 秒を 35 サイクル, 72 ℃ 2 分)
を行った. PCR 産物を QIAquick Gel Extraction Kit (GIAGEN, 28706)を用いて精製
した. 次に, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,  
4337455)の試薬を用い, PCR精製産物1 µlを鋳型としてReady Reaction Premix 0.5 
µl, Big Dye sequencing buffer 1.7 µl, 2 µM Sequence プライマー 0.8 µl, 滅菌蒸留
水 6 µl を混合し, サイクルシークエンス(96℃ 3 分の後, 96℃ 10 秒, 50℃ 5 秒, 
60℃ 2 分 30 秒を 25 サイクル, 72℃７分)をおこなった. 遮光下でエタノール 
(Wako, 057-00451)/ EDTA (Dojindo, 345-01865)/ Sodium Acetate (Wako, 198-01055)
沈殿法により脱酵素・脱塩後, Hi-DiTM Formamide (Applied Biosystems, 4311320) 10 
µl に溶解し, 94℃で 3 分加熱し, 氷上で急冷却した. その後, ABI PRISM 3100 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems/HITACHI)にて塩基配列を解読した. 使用し
たプライマーを 2. 14「使用したプライマー配列」に記す. ゲノム DNA の増幅に
はそれぞれ Forward/ Reverse のプライマーセットを用い, 得られた DNA 断片の
塩基配列解読には Sequence プライマーを用いた.  
 
2. 5. 4 胚からのゲノム DNA の抽出 
	 上記の方法を用いたところ TBCD1 ホモ接合体の胚で一部の領域を増幅するこ
とができなかった. そこでTBCD1, FRT40A/ CyO, twi-Gal4, UAS-GFPの胚を2. 5. 1
「ショウジョウバエ胚の回収」と同様に回収し, 蛍光顕微鏡によって GFP 陰性
の胚を選別した. BufferA (100 mM Tris-HCl, pH7 (Tris: Wako, 016-18313, HCl: 
Wako, 080-01066), 100 mM EDTA (Dojindo, 345-01865), 100 mM NaCl (Wako, 
191-01665), 0.5% SDS (Wako, 191-07145))を 25 µl 加え, embryo を破砕し, さらに
Buffer A を 25 µl 加えた. 65℃で 30 分間あたため, LiCl/KAc 溶液 (1.42 M KAc 
(Wako, 160-03175), 4.28 M LiCl (nacalai tesque, 206-24)) 100 µl を加え, 氷上で 10
分間静置した. 室温 10,000 rpm で 15 分間遠心し, 上清 125 µl を新しいチューブ
に回収した. イソプロパノール(Wako, 166-04831) 75 µl を加え, 室温 10,000 rpm
で 15 分間遠心した. 上清を捨て, 70%エタノール(Wako, 057-00451)を 25 µl 加え, 
室温 10,000 rpm で 5 分間遠心した. 上清を捨て, 風乾させたのち, 15 µl の TE (10 
mM Tris-HCl, pH7.5 (Tris: Wako, 016-18313, HCl: Wako, 080-01066), 1 mM EDTA 
(Dojindo, 345-01865))を加えゲノム DNA を溶かした.  
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 2. 5. 5 挿入領域の塩基配列の解読と挿入位置の決定 
	 ゲノム DNA 抽出液 2 µl, LA Taq (Takara, RR002A) 0.5 µl, 10×LA Taq PCR 
Buffer 5 µl, 25 mM MgCl2 5 µl, 2.5 mM dNTP 8 µl, 10 µM の Forward, Reverse プラ
イマー混合液 1 µl, 滅菌蒸留水 28.5 µl を混ぜ合わせ, PCR (94℃ 1 分の後, 98 ℃ 
10 秒, 68℃ 20 分を 30 サイクル, 72℃ 10 分)を行った. 約 9 kbp の長さの領域が
TBCD のコーディング配列内に存在した. QIAquick Gel Extraction Kit (GIAGEN, 
28706)を用いて PCR 産物を精製し, 2. 5. 3「塩基配列の解読」と同様に塩基配列
の解読を行った. 使用したプライマーを 2. 14「使用したプライマー配列」に記
載した.  
 
2. 6 TBCD抗体の作製 
	 Drosophila TBCD の N 末 端 に 相 当 す る ペ プ チ ド
(MSNSVEECKDEDLPANTLEH)をギニアピッグに接種し, Drosophila TBCD に対
するギニアピッグポリクローナル抗体を作製した (Biogate Laboratories Ltd., 
Burnaby, BC, Canada).  
 
2. 7 TBCD抗体の特異性の確認 
2. 7. 1 dsRNA の合成 
	 PrimerSTAR Max DNA Polymerase (TaKaRa, R045) 25 µl, 10 µΜ プライマー1 µl, 
鋳型DNA 0.5 µl, 滅菌蒸留水 22.5 µlを加え, 目的とする遺伝子のターゲット配列
(約 500 bp) の両端に T7 プロモーターを付加した DNA 断片を PCR (98℃ 1 分の
後, 98℃ 10秒, 55℃ 5秒, 72℃ 10秒を35サイクル, 72℃ 2分)によって増幅した. 
PCRのための鋳型には pBluescript SK(コントロール)と pUAST-TBCD (TBCD)を用
いた. 用いたプライマーは 2. 14「使用したプライマー配列」に記載した.  
	 さらにこの PCR 産物を鋳型として, RiboMAX™ Express (Promega, P1700)を用
いて, 37℃で 30 分間逆転写を行った (T7 2×buffer 30 µl, PCR 産物 3 µg, Enzyme 
mix T7 express 6 µl/ 60 µl Nuclease Free Water). さらに, RNase と RQ1 RNase free 
DNase (Promega, P1700)を加えて, 37℃で 30分間インキュベートした. 3 M sodium 
acetate, pH 5.2 (Promega, P1700) 6 µl と isopropanol (Wako, 166-04831) 60 µl を加え, 
氷上で 20 分間静置した後, 15,000 rpm, 10 分間遠心し, dsRNA を沈殿させ, 70%エ
タノール(Wako, 057-00451)で洗浄した. 最終的なペレットを 300 µl の Nuclease 
Free Water (Promega, P1700)に溶解した. 作製した dsRNA は-20℃で保管した.  
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 2. 7. 2 S2 細胞への dsRNA 添加 
	 S2 細胞を 35 mm プレートに 1.0×106個/ well の濃度で播種し, 1.0 ml の血清低
減培地(Schneider’s Drosophila Medium (gibco, 21720-001), 5% Fetal Bovine Serum 
(JRH Biosciences, 123-03), ペニシリン -ストレプトマイシン溶液  (Wako, 
168-23191))と 30 µg の dsRNA を加え, 26℃で 1 時間培養した. 1.5 ml の血清培地
(Schneider’s Drosophila Medium (gibco, 21720-001), 10％ Fetal Bovine Serum (JRH 
Biosciences,  123-03), ペニシリン-ストレプトマイシン溶液 (Wako, 168-23191))
を加え, 26℃で培養した. この操作を一日おきに繰り返し, 4日目の細胞において
ライセート回収を行った.  
 
2. 7. 3 S2 における TBCD の過剰発現 
	 S2 細胞を 35 mm プレートに 1.0×106 個/ well の濃度で播種し, Effectene 
Transfection Reagent (QIAGEN, 301427)を用いて , 100 ng Act-Gal4, 150 ng 
UAS-TBCD を遺伝子導入した. 26℃で 24 時間培養し, ライセートを回収した.  
 
2. 7. 4 ウェスタンブロティング用細胞溶解物の回収  
	 細胞の懸濁液を 3,000 rpm 5 分間遠心し, 上清を捨てペレットを得た. 1×PBS
を加え, 洗浄した. 3,000 rpm 5 分間遠心し上清を捨て, 200 µl の 1×Sample buffer	 
(5×Sample buffer: 10% SDS, 0.4 M Tris-HCl, pH6.8 (Tris: Wako, 016-18313, HCl: 
Wako, 080-01066), 50% glycerol (Wako, 075-00616), 1% Brilliant Blue FCF (Wako, 
027-12842))を加えた. 氷上で 1 分間超音波処理を行い, BCA Protein Assay Kit 
(Thermo Scientific, 23227)を用いてタンパク質の定量を行った. 1 µg/µl に希釈し, 
2%メルカプトエタノール(Wako, 137-06862)を加え, 100℃ 5分間加熱処理を行っ
た.  
 
2. 7. 5 細胞溶解物のウェスタンブロッティング 
	 7.5%もしくは 12.5%のアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE で分離した. 
Immobilon-P membrane (Millipore, IPVH00010)に転写したものを 4% Skim Milk 
(BD, 232100)/ TBST (20×TBST; 0.5 M Tris-HCl, pH7.5 (Tris: Wako, 016-18313, 
HCl: Wako, 080-01066), 3 M NaCl (Wako, 191-01665), 4% Tween20 (Wako, 
166-21115))中にて室温にて 60 分間震盪後, それぞれの実験における一次抗体, 
二次抗体(2. 15 「使用した抗体」に記載)を反応させた. 一次抗体は 4℃で一晩, 二
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 次抗体は室温で 60 分間反応させた. 発色には Immobilon™ Western (Millipore,  
WBKLS0500)を使用した.  
 
2. 8 TBCD1ホモ接合体胚における TBCDのタンパク質発現量の確認 
2. 8. 1 ショウジョウバエ胚のウェスタンブロッティング用サンプル調整 
	 2. 5. 1「ショウジョウバエ胚の回収」と同様に目的の遺伝子型の胚を集めた. こ
れらの胚を 25 µl PBT に入れ, 25×cOmplete protein inhibitor (Roche, 04693116001) 
1 µl を加えた. 1 分間氷上で超音波処理を行い, この溶液に 5×Sample Buffer 10 
µl, PBT 15 µl 加え 100℃ 5 分間加熱した. BCA Protein Assay Kit(Thermo Scientific, 
23227)を用いてタンパク質の定量を行い, 1 mg/ml に希釈し, 2%メルカプトエタ
ノール(Wako, 137-06862)を加えた.  
 
2. 8. 2 ショウジョウバエ胚溶解物のウェスタンブロッティング 
	 2. 7. 5 「細胞溶解物のウェスタンブロッティング」と同様にウェスタンブロ
ッティングを行った.  
 
2. 9 S2細胞での TBCD過剰発現による微小管への効果の検証 
	 2. 7. 3 と同様に S2 細胞に Act-Gal4 と UAS-TBCD の遺伝子導入を行った.  
 
2. 9. 1 S2 細胞の免疫組織化学 
	 24 mm ×18 mm のカバーガラス(MATSUNAMI Thickness No. 1)を 70%エタノ
ール(Wako, 057-00451)にひたしガスバーナーで乾燥させた. カバーガラスを 35 
mm ディッシュ内に静置し, 0.5 mg/ ml Concanavalin A (SIGMA, C5275)を 100 µl 
広げ, 30 分間室温で定着させた.  1×PBS で 3 回洗浄したのち, S2 細胞を播種し, 
1 時間から 2 時間 26℃で培養した. S2 細胞を 1×PBS で 3 回洗浄し, 4% PFA 
(Merck KGaA, 30535-89-4)/ PBS 1 ml 加え室温で 10 分間固定した. 1×PBS で 3 回
洗浄し, ブロッキング溶液(5% Normal goat serum (gibco, 16210-064)), 0.1% Triton 
X-100 (nacalai tesque, 35501-15) /PBS)1 ml を加え, 室温で 1 時間ブロッキングし
た. 一次抗体を 1×PBS によって適切な濃度に希釈し, 一次抗体反応液を加え室
温で１時間静置した. 1×PBS で洗浄し, 1×PBS で適当な濃度に希釈した二次抗
体反応液を加え , 遮光下で室温にて１時間静置した . 1×PBS にて洗浄後 , 
SlowFade Gold antifade reagent (Invitrogen, S36939) 4 µl とともにスライドガラス
25
 上へマウントした.  
	 細胞の観察は TCS-SP5 または SP8 共焦点顕微鏡(Leica)を使用した. 細胞の画
像を取得する際は, 対物レンズは 63 倍の油浸レンズ(HCX PL APO,  N. A.  
1.40-0.60, Leica, 506188)を使用し, さらにデジタルズームを 4 倍かけた.  
 
2. 10 酵母ツーハイブリッドスクリーニング 
	 酵母ツーハイブリッドスクリーニングは Hybrigenics Services, S.A.S., Paris,  
France (http://www.hybrigenics-services.com)で行った. TBCD の全長を PCR で増幅
し , C 末端を LexA (N-LexA-TBCD-C) または Gal4 DNA 結合ドメイン
(N-Gal4-TBCD-C)へ結合させるためにクローニングした. プラスミドは塩基配
列を確認したのち, bait として用い, ショウジョウバエ胚の cDNA ライブラリー
を使ってスクリーニングを行った. LexAを用いたスクリーニングでは 1. 07×108
個のクローンを調べ, 15 個のクローンを得た. Gal4 を用いたスクリーニングでは
5.4×107 個のクローンを調べ, 142 個のクローンを選別した. 選別されたクロー
ンは PCR によって増幅し, 配列を解読した.  
 
2. 11 TBCDと Dscamと共免疫沈降 
	 60 mm プレートに S2 細胞(5×106 個/well)を播種した. Effectene Transfection 
Reagent (QIAGEN, 301427)を用いて, 400 ng の Actin-Gal4, 600 ng の UAS-TBCD, 
600 ng の UAS-Dscam17.1-GFP を遺伝子導入した. 26℃で 24 時間培養した後, 1×
PBS で洗浄し, Lysis buffer (25 mM Tris-HCl, pH 7.9 (Tris: Wako, 016-18313, HCl: 
Wako, 080-01066), 10 mM NaCl (Wako, 191-01665), 2 mM EDTA (Dojindo, 
345-01865), 0.5% Triton X-100 (nacalai tesque, 35501-15), 10 mM DTT (Wako, 
045-08974), and 1 × cOmplete protease inhibitor (Roche, 04693116001))を 1 ml 加え
て懸濁させた. 氷上に 30 分間静置し, 12,000 G, 4℃で 10 分間遠心した. BCA 
Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 23227)を用いてタンパク質定量を行い, 1 
µg/µl に希釈した. 一部を input として分取し, 6×SDS buffer (0.3 M Tris-HCl pH 
6.8 (Tris: Wako, 016-18313, HCl: Wako, 080-01066), 0.6 M DTT (Wako, 045-08974), 
12% SDS (Wako, 191-07145), 0.6% bromophenol blue (nacalai tesque, 058-08), 36% 
glycerol (Wako, 075-00616), 20% 2-mercaptoethanol (Wako, 137-06862))を加え
100℃, 3分間加熱した. 残りの溶解液にTBCD抗体(10 µl, ギニアピッグ), GFP抗
体(3 µl, ウサギ), ギニアピッグ血清(10 µl), ウサギ血清(3 µl, AF-642-B02)をそれ
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 ぞれ加え, 4℃で 1 時間振盪した. PBS で洗浄した Protein G-agarose (Roche, 
11243233001) 50 µl を加え, 4℃で 4 時間または一晩振盪した. 8,200 G で 4℃ 20
秒遠心分離した後, ビーズを Lysis buffer 1 ml に溶解し, 4℃で 20 分間振盪した. 
8,200 G, 4℃, 20 秒遠心分離した後, ビーズに洗浄液 2 (50 mM Tris-HCl, pH 7.5 
(Tris: Wako, 016-18313, HCl: Wako, 080-01066), 500 mM NaCl (Wako, 191-01665), 
0.1% Nonidet P-40 (nacalai tesque, 25223-04), 0.05% sodium deoxycholate (nacalai 
tesque, 10712-12)) 1 mlを加え4℃で20分間振盪した. この操作をもう一度繰り返
した後, 洗浄液 3 (50 mM Tri-HCl, pH 7.5 (Tris: Wako, 016-18313, HCl: Wako, 
080-01066), 0.1% Nonidet P-40 (nacalai tesque, 25223-04), 0.05% sodium 
deoxycholate (nacalai tesque, 10712-12)) を用いて同じ操作を 2 度繰り返した. 最
後に 8,200 G, 4℃, 20秒間遠心分離し, ビーズに 1×SDS buffer (6×SDS buffer: 0.3 
M Tris-HCl pH 6.8 (Tris: Wako, 016-18313, HCl: Wako, 080-01066), 0.6 M DTT 
(Wako, 045-08974), 12% SDS (Wako, 191-07145), 0.6% bromophenol blue (nacalai 
tesque, 058-08), 36% glycerol (Wako, 075-00616), 20% 2-mercaptoethanol (Wako, 
137-06862)) 150 µl を加え, 100℃, 3 分間変性させ, 室温まで冷却した後, 8,200G
で 20 秒間遠心分離し, 上清を回収した. ウェスタンブロッティングは, 2. 7. 5 
「細胞溶解物のウェスタンブロッティング」と同様に行った.  
 
2. 12 Dscam過剰発現におけるチューブリンの免疫組織化学 
	 S2 細胞を 35 mm プレートに 1.0×106 個/well の濃度で播種し, Effectene 
Transfection Reagent (QIAGEN, 30142) を用いて , 100 ng Act-Gal4, 300 ng 
UAS-Dscam17.1-GFP を遺伝子導入し, 26℃で 48 時間培養した. S2 細胞の染色に
ついては 2. 9. 1「S2 細胞の免疫組織化学」と同様に行った. ただし, 固定に関し
てはあらかじめ-20℃で冷やしたメタノールを 1 ml 加え, -20℃で 5 分間静置して
行った.  
	 細胞の観察は TCS-SP8 共焦点顕微鏡(Leica)を使用した. 細胞の画像を取得す
る際は, 対物レンズは 63 倍の油浸レンズ(HCX PL APO, N. A. 1.40-0.60, Leica, 
506188)を使用し, さらにデジタルズームを 4 倍かけた.  
	 表現型のクラス分けは盲検法を用いて行い, χ2 検定によって統計処理を行っ
た(GraphPad Prism6, MDF).  
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 2. 13 ショウジョウバエ初代培養神経細胞の作製 
	 2. 5. 1 「ショウジョウバエ胚の回収」と同様にショウジョウバエ胚を回収し
た. その際胚を回収する時間は 2 時間とし, その胚を 4.5 時間 25℃で培養した. 
コリオン膜をはがし, 30 匹ずつ embryo 洗浄液に回収した. 培養液(20% Fetal 
Bovine Serum (JRH Biosciences, 123-03), ペニシリン-ストレプトマイシン溶液 
(Wako, 168-23191), 5 µg/ml insulin (Sigma-Aldrich, I6634), 10 µg/ml 
tetracycline(Wako, 203-08592) / Schneider’s Drosophila Medium (gibco, 21720-024))
で 3 回洗浄し, ホモジナイザーを用いて胚を破砕した. 2,500 rpm 2 分間室温で遠
心し, 上清を捨てた. この操作をもう一度繰り返した. 100 µl の培養液に細胞を
懸濁させ, Concanavalin A 処理したカバーガラスに播種し, 26℃で 30 分間静置し
た. 培養液を 1.5 ml 加え, 17℃で 18 時間培養した. 2. 12「Dscam 過剰発現におけ
るチューブリンの免疫組織化学」と同様に細胞の固定を行い, 免疫組織化学を行
った.  
	 細胞の観察は TCS-SP8 共焦点顕微鏡(Leica)を使用した. 細胞の画像を取得す
る際は, 対物レンズは 63 倍の油浸レンズ(HCX PL APO, N. A. 1.40-0.60, Leica, 
506188)を使用し, 更にデジタルズームを 3.5 倍かけた. GFP とチューブリン染色
の強度は ImageJ によって測定した.  
 
2. 14 使用したプライマー配列 
	 使用したプライマーはすべてユーロフィンジェノミクス株式会社(東京)で作
製した.  
2. 14. 1 プラスミド作製用(「2. 2 遺伝子組み換え系統の作製」参照) 
プラスミド プライマー 
UAS-TBCD-myc 
5´-CCTCGAGGTTTATCAGCACTCGCTTGCTGCAAAGCGGC-3´ 
5´-CTACTGAAATCTGCCA-3´ 
UAS-CG11723 
5´-GCCCGCGAATGGCATACCCGGAGTC-3´ 
5´-CTGGTCCACTGCGCCATGAAATCAG-3´ 
UAS-CG4259 
5´-CTGGCTAACTGCCTAAGGC-3´ 
5′-CGGAATGTCGCTATACTTTGCG-3´ 
UAS-βTub56D-myc 
5´-GCGGCCGCATGCGAGAAATCGTTCACATCC-3´ 
5´-CCTCGAGCGTTCTCGTCGACCTCAGCCTCC-3´ 
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 2. 14. 2 CG7261 塩基配列の解読(「2. 5 TBCD1の変異の同定」参照) 
	 Forward プライマー, Reverse プライマーで PCR により増幅を行い, Sequence プ
ライマーで塩基配列の解読を行った.  
CG7261増
幅領域
(bp) 
 
プライマー 
CG7261上
流 500 bp
〜57 
Forward 5´-CTGATTTCATGGCGCAGTGGACC-3´ 
Reverse 5´-GTTTTACTGCCAGGGTTGCAACCCC-3´ 
Sequence 5´-GTTTTACTGCCAGGGTTGCAACCCC-3´ 
34-947 
Forward 5´-GGGGTTGCAACCCTGGCAGTAAAAC-3´ 
Reverse 5´-CCACTGAAGAAGTTTGTCCGCATAGGGC-3´ 
Sequence 5´-GGGGTTGCAACCCTGGC-3´ 
Sequence 5´-CCACTGAAGAAGTTTGTCCGCATAGGGC-3´ 
Sequence 5´-CGAACTCCTTGGGATTTTGCTGACCCAGC-3´ 
500-1497 
Forward 5´-GCTGGGTCAGCAAAATCCCAAGGAGTTCG-3´ 
Reverse 5´-GGAGGGGTACTAGCTCCTCCAATCGATG-3´ 
920-2042 
Forward 5´-GCCCTATGCGGACAAACTTCTTCAGTGG-3´ 
Reverse 5´-CATGGCTAAGACACAACCATGCCGGCAG-3´ 
1470-2517 
Forward 5´-CATCGATTGGAGGAGCTAGTACCCCTCC-3´ 
Reverse 5´-GCCCATGCGAATGTGCTCCTCCAAATCG-3´ 
Sequence 5´-CATCGATTGGAGGAGCTAGTACCCCTCC-3´ 
Sequence 5´-GCCCATGCGAATGTGCTCCTCCAAATCG-3´ 
Sequence 5´-CTGCCGGCATGGTTGTGTCTTAGCCATG-3´ 
2490-3448 
Forward 5´-CGATTTGGAGGAGCACATTCGCATGGGC-3´ 
Reverse 5´-GTCACGCGCTCGTTTAGTAGATGCTCCTC-3´ 
Sequence 5´-CGATTTGGAGGAGCACATTCGCATGGGC-3´ 
Sequence 5´-GTCACGCGCTCGTTTAGTAGATGCTCCTC-3´ 
2961-3927 
Forward 5´-CGCCTGATCTCCTCGCCCCAGAGCAAGTGC-3´ 
Reverse 5´-CAGCACTCGCTTGCTGCAAAGCGGC-3´ 
Sequence 5´-CGCCTGATCTCCTCGC-3´ 
Sequence 5´-CAGCACTCGCTTGCTGCAAAGCGGC-3´ 
Sequence 5´-GAGGAGCATCTACTAAACGAGCGCGTGAC-3´ 
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 挿入領域
の塩基配
列と 
挿入位置
の決定 
Forward 
5´-GCTTGATATCGAATTCGCCCTATGCGGACAAACTTCTT
CAG-3´ 
Reverse 
5´-ACCGCGGTGGCGGCCGCGGAGGGGTACTAGCTCCTCC
AATC-3´ 
Sequence 5´-GATGCCATAGAAGAGGTG-3´ 
Sequence 5´-CTCATCGGCCAGCTCCTTG-3´ 
 
2. 14. 3 dsRNA の合成(「2. 7 TBCD 抗体の特異性の確認」参照) 
dsRNA control 
5´-TAATACGACTCACTATAGGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTG-3´ 
5´-TAATACGACTCACTATAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGAT-3´ 
dsRNA TBCD 
5´-TAATACGACTCACTATAGGGGTGGTTTACCTCTCCAACCAACGG-3´ 
5´-TAATACGACTCACTATAGGGCTGTATGCCTGGATGTTCTCGCGG-3´ 
 
2. 15 使用した抗体 
2. 15. 1 免疫染色で用いた一次抗体とレクチン 
抗体名 動物種 作製 希釈倍率 
anti-mCD8a ラット Invitrogen, MCD0800 1:200 
anti-Bruchpilot マウス DSHB, nc82 1:40 
anti-DN-cadherin ラット DSHB, DNEX-8 1:40 
anti-myc マウス Invitrogen, 46-0603 1:1000 
anti-GFP ウサギ MBL, 598 1:500 
anti-HA マウス COVANCE, 16B12 1:1000 
anti-FasII マウス DSHB, 1D4 1:40 
anti-TBCD ギニアピッグ 本研究 1:1000 
anti-α-tubulin マウス 
SIGMA-ALDRICH, 
DM1A 1:2000 
anti-Elav ラット DSHB, 7E8A10 1:50 
PNA-biotin 	  J-OIL MILLS, J214 1:250 
 
2. 15. 2 免疫染色で用いた二次抗体 
抗体名 動物種 作製 希釈倍率 
anti-rat IgG Alexa488 ヤギ Molecular Probes, A11006 1:500 
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 anti-rat IgG Cy3 ロバ 
Jackson ImmunoResearch, 
712-166-153 1:2000 
anti-mouse IgG 
Alexa488 ヤギ Molecular Probes, A11017 1:500 
anti-mouse IgG Cy3 ロバ 
Jackson ImmunoResearch, 
715-166-151 1:2000 
anti-mouse IgG Cy5 ロバ 
Jackson ImmunoResearch, 
715-176-151 1:2000 
anti-rabbit IgG 
Alexa488 ヤギ Molecular Probes, A-11070 1:500 
anti-guinea pig IgG 
Alexa488 ヤギ Molecular Probes, A-11073 1:500 
anti-rat IgG Alexa633 ヤギ Molecular Probes, A21094 1:1000 
ストレピトアビジン 
Cy3 	  
Jackson ImmunoResearch, 
016-160-084 1:1000 
 
2. 15. 3 イムノブロットで用いた一次抗体 
抗体名 動物種 作製 希釈倍率 
anti-TBCD ギニアピッグ 本研究 1:1000 
anti-GFP マウス Roche, 11814460001 1:1000 
anti-Histone H3 ウサギ Active motif, 39163 1:2000 
anti-Dscam ウサギ (Watson et al., 2005) 1:2000 
 
2. 15. 4 イムノブロットに用いた二次抗体 
抗体名 動物種 作製 希釈倍率 
anti-mouse IgG HRP 
conjugate ヤギ Promega, W4028 1:2000 
anti-guinea pig IgG HRP 
conjugate ロバ 
Jackson ImmunoResearch, 
706-035-148 1:4000 
anti-rabbit IgG 
HRP-linked ヤギ Cell Signaling, 7074S 1:2000 
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 3.  結果 
 
3. 1 dsUA071投射神経の形態異常の原因遺伝子の同定 
	 投射神経の形態形成に関わる分子を同定するために, 候補分子として平面内
細胞極性分子 dachsous (ds), fat (ft), four-jointed (fj), dachs (d)の表現型解析を行っ
た(図 10). その結果 dsUAO71変異体だけが, 樹状突起と軸索の形態に異常を示した. 
投射神経は片半球あたり約 150 個存在し , そのうち約 90 個で発現する
GH146-Gal4を用いて投射神経を標識することができる. さらにMARCM法を適
用し, 一齢幼虫で熱ショックを与えることによって, DL1 糸球体へ投射する投射
神経を標識することができる(Jefferis et al., 2001) (DL1 PN, 図 10A, E). DL1 へ投
射する dsUAO71変異ホモ接合体投射神経(dsUAO71 DL1 PN)は DL1 糸球体だけでなく
他の糸球体へも樹状突起を伸ばしていた(図 10B). 野生型の DL1 PN の軸索はキ
ノコ体, 側角へと伸長し, 側角において典型的な L 字型の投射パターンをとる
(Wong et al., 2002; Marin et al., 2002) (図 10E). dsUAO71 DL1 PN の軸索ではキノコ体
や側角に伸長せず触角葉付近に留まっているものと, 側角まで伸長しているが, 
背側の軸索の枝分かれがみられないものがあった(図 10F). しかし, 以下に示す
三点の理由により, ds に含まれる変異は, この投射神経の表現型を引き起こさな
いことを明らかにした. 第一に, MARCM 法を用いて ds の cDNA を dsUAO71 DL1 
PN に発現させても表現型をレスキューすることができなかった(図 10C, G). 第
二に dsUAO71 アリルと野生型アリルを用いて染色体組み換え系統を複数樹立した
際, ds 変異を持たない系統も, 投射神経に表現型を示した. 第三に他の ds の変異
系統ds05142を用いてMARCMクローンを作製した際, 投射神経の形態に異常がみ
られなかった(図 10I, J). これらの結果から ds は投射神経の形態形成に不必要で
あり, dsUAO71 DL1 PN の表現型は ds の変異によるものではなく, 他の遺伝子の変
異によって引き起こされていると示唆された.  
	 dsUAO71 DL1 PN の異常を引き起こす原因遺伝子を同定するために, SNP マッピ
ングと欠失系統を用いた相補試験を行った(図 11). その結果, 原因遺伝子は第２
番染色体左腕 22B8-22D1 に存在することが明らかとなった. さらにその領域に
含まれる P 因子挿入致死系統を用いて相補試験を行った結果, CG11723 と
CG7261の間に挿入されている系統とdsUAO71のトランスへテロのみ致死となった
(図 11A, B). そこで UAS-CG7261, UAS-CG11723, UAS-CG4259 を作製し MARCM
法を用いてレスキュー実験を行った結果, UAS-CG7261 の発現のみ表現型をレス
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 キューすることができた(図 10D, H). さらに CG7261 が原因遺伝子であることを
確認するために, CG7261 の塩基配列を解読したところ, 約 9 キロ塩基対の DNA
配列(おそらくナチュラルトランスポゾン由来)がコード配列に含まれているこ
とがわかった(図 12A). ゆえに dsUAO71 DL1 PN の形態形成異常の原因遺伝子は
CG7261 である.  
 
3. 2 TBCDは投射神経の樹状突起と軸索の形態形成に細胞自律的に働く 
	 CG7261 はヒトのチューブリン折りたたみ補因子 D (tubulin folding cofactor D 
(TBCD))のオルソログをコードしており高度に保存されている. ヒトとショウ
ジョウバエの TBCD では相同性 41.5%, 類似性 80.7%であったため, CG7261 を
Drosophila tubulin folding cofactor D (TBCD)と呼ぶ. 野生型とdsUAO71系統の組み換
え系統を作製し, ds に変異を含まず, 投射神経で形態の異常がみられる系統を樹
立し, これを TBCD1アリルと命名した(図 12A).  
	 まず TBCD1変異体において TBCD の発現量を確認するために, TBCD の N 末
端に対する抗体を作製した. S2 細胞に TBCD の dsRNA 処理を行うと, TBCD の発
現量は減少し, S2 細胞に TBCD を過剰発現すると TBCD のバンドが強くなるこ
とから, 作製した TBCD 抗体は TBCD を特異的に認識することが明らかになっ
た(図 12B). この抗体を用いて TBCD1変異ホモ接合体の胚を用いてウェスタンブ
ロティングを行った結果, TBCD の発現は減少していた(図 12C).  
	 次に TBCD1アリルの投射神経における表現型を解析した. GH146-Gal4 を用い
て, 蛹期 0-24 時間に熱ショックを与えることにより, 前方背側神経幹細胞クロ
ーン(図 12E, F, K, L), 側方神経幹細胞クローン(図 12G, H, M, N), 腹側神経幹細
胞クローン(図 12I, J, O, P)を作製した. 野生型では, 先行研究と同様に, 投射神
経の神経突起は正中線を越えることなく,	 片脳半球内に細胞体,	 樹状突起,	 お
よび軸索の全てが存在していた(Jefferis et al., 2001)	 (図 12E, G, I, K, M, O).	 樹状
突起は,	 それぞれの個性(神経幹細胞系譜)に従って特定の糸球体へとターゲテ
ィングしていた.	 一方 TBCD1神経幹細胞クローンでは, 3 つの神経幹細胞クロー
ンすべてで, 細胞体数が減少し, 樹状突起は特定の糸球体へ投射しておらず, 反
側触角葉へ樹状突起が伸長していた(図 12F, H, J). 野生型の軸索はキノコ体, 側
角へと伸長していた(図 12K, M, O). 一方 TBCD1 投射神経の軸索は量が減少し, 
キノコ体, 側角まで伸長していないものがみられた(図 12L, N, P). さらに前シナ
プスマーカーである Brp の染色によって触角葉の構造観察したところ, 前方背
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 側神経幹細胞クローンと側方神経幹細胞クローンでは, 糸球体の形や位置に異
常が生じていた(図12E-H下段). 特に側方神経幹細胞クローンで触角葉の異常が
顕著にみられた(図 12D). これらの結果から TBCD は細胞の生存または増殖に必
要であり, 軸索と樹状突起の形態形成に不可欠である.  
	 より高解像度で樹状突起と軸索の形態を観察するため, DL1 糸球体へ投射す
る単一細胞クローンを作製し, 解析を行った. TBCD1 ホモ接合体 DL1 投射神経 
(TBCD1 DL1 PN)は dsUAO71 DL1 PN と同様の表現型を示した. TBCD1 DL1 PN の樹
状突起はDL1糸球体とその他の糸球体へと投射した(図13A, F). この異所的な樹
状突起は細胞体から DL1 糸球体へ伸びる樹状突起の主枝から分岐している傾向
があった. また TBCD1 DL1 PN の軸索もキノコ体や側角へ伸長していないもの, 
側角での背側の枝分かれがないものがあった(図 13C, F). この軸索と樹状突起の
表現型は野生型の TBCD の cDNA を MARCM 法を用いて発現させることでレス
キューした(図 13B, D). これらの結果から, TBCD は投射神経の樹状突起と軸索
の形態形成において細胞自律的に必要であることがわかる.  
	 TBCD は細胞の生存や維持にも影響することから, TBCD の神経突起形成にお
ける機能を解析するため, 今後の解析には体細胞分裂後の細胞である単一細胞
クローンのみを用いた.  
 
3. 3 TBCD1 PNでは樹状突起と軸索の維持に異常が生じる 
	 TBCD1 PN の樹状突起は, 発生過程初期のターゲティングの段階から異常が生
じた可能性と, 初期の樹状突起ターゲティングは正常だったがその維持に異常
が生じた可能性がある. そこで発生過程における TBCD1 DL1 PN の樹状突起の
形態を観察した. 野生型の樹状突起は蛹期 18 時間までに, 将来糸球体となる領
域へおおまかに投射する(n = 5, 図 14A). その後嗅覚受容体神経の軸索が触角葉
へ伸長し, 投射神経の樹状突起と結合し, 蛹期 48 時間ごろにはそれぞれの糸球
体へと限局し, 糸球体の体積が増加し成熟する(n > 8, 図 14B-D). TBCD1 DL1 PN
の樹状突起は蛹期 18 時間までは適切な領域へと投射し, 異常はみられなかった
(n = 10, 図 14E). しかし, 蛹期 48 時間から, 異所的な樹状突起の枝分かれがみら
れた(図 14F-H, それぞれ n = 3/8, n = 5/7, n = 6/7). これらの結果から, TBCD は初
期の樹状突起ターゲティングには必要ないが, 樹状突起の異所的な枝分かれを
抑制するのに必要であることが明らかになった.  
	 TBCD1 DL1 PN の軸索が短くなる表現型は軸索伸長の異常か, 伸長はできるが
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 その後退縮して起こる可能性がある. これらの可能性を検討するために TBCD1 
DL1 PN の軸索を発生過程において観察した. 投射神経の軸索は幼虫期後期から
蛹期にかけて伸長する(n > 4, 図 14I-L). 蛹期 72 時間までは野生型でも TBCD1 
DL1 PN でもキノコ体と側角へ軸索を伸長させていた(n > 5, 図 14I-K, M-O). し
かし羽化後 1 日以内に観察すると, TBCD1 DL1 PN では側角における背側の枝分
かれが失われた(n = 2/6, 図 14P). さらに, 軸索退縮に特徴的な軸索腫大がみら
れた. これらの結果から, TBCD1 DL1 PN の軸索は発生過程の初期では適切に伸
長し枝分かれを形成するが, 蛹期後期から羽化直後から軸索が退縮しているこ
とがわかり, TBCD は投射神経の軸索の維持に必要であることを示唆している.  
 
3. 4 チューブリン折りたたみ経路が投射神経の形態形成に必要である 
	 次に TBCD 以外のチューブリン折りたたみ補因子が投射神経の形態形成に関
与しているのか検討した. TBCB1変異ホモ接合体 DL1 投射神経(TBCB1 DL1 PN)
も TBCD1 DL1 PN と同様に樹状突起の異所的な枝分かれがみられた(n = 5/25, 図
15A). また表現型の頻度は少ないものの, 側角における背側の軸索の枝分かれ
がないものがあった(n = 3/25, 図 15C). さらに MARCM 法を用いて TBCE RNAi
を投射神経で発現させたところ, 樹状突起の異所的な枝分かれがみられた(n = 
5/9, 図 15B). 軸索の形態に異常はみられなかった(n = 8/8, 図 15D). 次に TBCD
と TBCB, TBCE の遺伝的相互作用を解析した. TBCB1 DL1 PN に TBCD-shRNA を
発現させた MARCM クローンを作製したが, 単一細胞クローンをほとんど得る
ことができなかった(52 個体解剖したが, 得られた単一細胞クローンは 1 個. 
TBCB1 DL1 PN では 97 個体中単一細胞クローンは 25 個). これはチューブリン折
りたたみ補因子が細胞増殖や細胞の生存に必要であるためだと考えられる. 
TBCD1 DL1 PN で TBCE RNAi を発現させた場合は樹状突起の異常の頻度が上昇
した(n = 9/10). 投射神経の表現型が類似していること, 遺伝的相互作用が TBCB, 
TBCD, TBCEにあることから, チューブリン折りたたみ補因子は神経突起特に樹
状突起の形成過程に必要であることが示唆された.  
 
3. 5 TBCD1 PNは微小管の形成または維持に異常を生じる 
	 微小管はチューブリン二量体が重合することによって合成される. チューブ
リン折りたたみ補因子はチューブリン二量体形成に必須であることから, TBCD
の変異体では微小管に影響があると予想される. そこで投射神経において微小
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 管のネットワークを観察するために , myc タグした β- チューブリン
(UAS-βTub56D-myc)を MARCM 法によって, 野生型と TBCD1 DL1 PN に発現させ
た. 野生型ではβTub56D-myc は細胞体, 樹状突起と軸索の主枝に強く発現し, 樹
状突起と軸索の末端ではシグナルは弱かった(n = 8, 図 16A, C). 一方, TBCD1 
DL1 PN ではβTub56D-myc のシグナルはほとんど検出できなかった(n = 11, 図
16B, D). さらに微小管の表現型を確認するために, GFPタグしたα-チューブリン
(UAS-GFP-αTub84B)を野生型と TBCD1 DL1 PN に発現させた(n > 5, 図 17A-L). 
GFP-αTub84B のシグナルも TBCD1 DL1 PN では減少していた(図 17D-F, J-L). こ
れらは発生過程において軸索の退縮が始まる前からみられており, 軸索の刈り
込みの前にチューブリンのシグナルが消えるという先行研究と一致する(Watts 
et al., 2003).  
	 微小管依存的な軸索輸送の異常は軸索の退縮の特徴の一つである(Coleman 
2005). TBCD の変異によって, 軸索輸送に影響するかを検証するために, シナプ
ス小胞のマーカーである, HA タグした synaptotagmin (UAS-HA-syt)を野生型と
TBCD1 DL1 PN で発現させた. 成体の TBCD1 DL1 PN は軸索が退縮してしまった
ので, 羽化後 1 日以内の個体を観察した. 野生型の投射神経では, シナプス領域
であるキノコ体と側角にHA-sytは局在していた(n = 7, 図18A). 一方TBCD1 DL1 
PN では HA-syt は軸索のストーク部分に蓄積していた(n = 8, 図 18B). これらの
結果から TBCD は微小管の形成または維持に必要であり, 軸索輸送に影響を与
えることがわかる.  
 
3. 6 TBCDの投射神経での過剰発現は樹状突起の異所的な枝分かれを生じる 
	 先行研究によって, TBCD を哺乳類の培養細胞に過剰発現させると, チューブ
リン二量体のβ-チューブリンに結合し, チューブリンの分解を促進し, 微小管が
減少することが示されている(Bhamidipati et al., 2000; Martín et al., 2000) (図 4). 
ショウジョウバエ TBCD の過剰発現において同様に微小管を減少させるか検証
した. ショウジョウバエ培養細胞である S2 細胞に TBCD を過剰発現させたとこ
ろ, α-チューブリンのシグナルの減少が観察された(図 19A). この結果から, シ
ョウジョウバエの TBCD の過剰発現も微小管に影響を与えることが示唆される. 
これまでの結果から, 微小管の破壊は投射神経の形態に影響していると考えら
れるので, 投射神経において TBCD を過剰発現させた際に, 投射神経の形態に
異常が生じるか調べた. MARCM 法を用いて DL1 投射神経に TBCD を過剰発現
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 した場合, 樹状突起は DL1 糸球体だけでなく, 他の糸球体へも投射した(n = 6/7, 
図 19B). この表現型は TBCD1 DL1 PN と類似していた. TBCD の過剰発現では軸
索が短くなる表現型はみられなかった(n = 7/7, 図 19C). これらの結果から, 適
切な量の TBCD が発現することが樹状突起の形態に必要であることが示唆され
る. 一方, TBCE を投射神経で過剰発現させても樹状突起と軸索の形態に異常は
みられなかった(n = 7/7, 図 19D, E). これはショウジョウバエ TBCE を過剰発現
させても微小管を破壊しないという先行研究の結果と一致している(Jin et al., 
2009). 以上より TBCD による微小管の制御が神経突起形成, 特に樹状突起の形
成に重要であると考えられる.  
 
3. 7 TBCDは Dscamと物理的に結合する 
	 TBCD のこれまでの研究は培養細胞や酵母などを用いて行われていたため, 
TBCD が体内で, または神経細胞でどのように制御されているかは不明であっ
た. TBCD と相互作用する分子を同定するために, TBCD をベイトとして酵母ツ
ーハイブリッドスクリーニングを行った. 神経突起形成にはガイダンス受容体
や膜分子などが, 周りの情報を認識し, その情報を下流に伝達し細胞骨格分子
を制御していると考えられることから, 候補分子のうち膜分子の一つであるダ
ウン症細胞接着分子(Down syndrome cell adhesion molecule (Dscam))に着目した. 
酵母ツーハイブリッドスクリーニングの結果から TBCD は Dscam の細胞内ドメ
インと結合することがわかった(図 20A).  
	 Dscamは神経発生において重要な役割を担っており, 軸索ガイダンス, 樹状突
起の自己忌避, 前シナプス領域の大きさの決定などに関わることが知られてい
る(Schmucker et al., 2000; Zhan et al., 2004; Matthews et al., 2007; Cvetkovska et al., 
2013; Kim et al., 2013). Dscam はイムノグロブリンファミリーに属する細胞膜分
子である. 10個のイムノグロブリンドメイン(Igドメイン)と, 6個のフィブロネク
チンタイプ III ドメイン , 1 個の膜貫通ドメインと細胞内ドメインをもつ
(Schmucker et al., 2000) (図 20A). ショウジョウバエでは Ig ドメインと膜貫通ド
メインの選択的スプライシングによって 38,016 種類のアイソフォームが存在す
る(Schmucker et al., 2000). それぞれのアイソフォームは同じアイソフォーム同
士で結合し, 同種反発を引き起こす(Wojtowicz et al., 2004; Hattori et al., 2007). さ
らに, Dscam は Netrin の受容体としても機能し, 軸索ガイダンスを制御すること
が知られている(Andrews et al., 2008; Ly et al., 2008).  
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 最初に, TBCD と Dscam の物理的相互作用を確認するために, 共免疫沈降実験
を行った. S2 細胞に TBCD と Dscam-GFP を過剰発現し, TBCD 抗体と GFP 抗体
で共免疫沈降を行ったところ, TBCD 抗体によって Dscam-GFP が, GFP 抗体によ
って TBCD が共沈降した. この結果は TBCD と Dscam が物理的に相互作用する
ことを示唆している(図 20B).  
 
3. 8 投射神経において TBCDと Dscamは相互作用する 
	 TBCD と Dscam が投射神経の神経突起形成において相互作用しているか検証
するために, TBCDとDscamの遺伝学的解析を行った. 野生型, TBCD1ヘテロ接合
体投射神経, DscamP1 変異ホモ接合体投射神経(DscamP1 DL1 PN)の樹状突起は
DL1 糸球体へと投射し, 他の糸球体へ伸長することはなかった(図 21A-C). しか
し DscamP1 DL1 PN を TBCD1へテロ接合体バックグラウンドで作製すると, 樹状
突起が DL1 糸球体から触角葉の外にもれでてしまう表現型がみられた(図 21D). 
表現型の強さによってクラス分けを行った結果, TBCD1 へテロ接合体 DscamP1 
DL1 PNでは表現型が増悪した(図 21I). DscamP1 DL1 PNの軸索は側角において背
側の側枝がなくなった(図 21C). TBCD1へテロ接合体DscamP1 DL1 PNでも同様の
軸索の異常がみられたが, 軸索の異常が増悪することはなかった(図 21E-H, J). 
これらの結果は, 投射神経の樹状突起形成において TBCD と Dscam が相互作用
していることを示唆している.  
	 TBCD を投射神経に過剰発現させると投射神経の樹状突起の異所的な枝分か
れを生じたことから, Dscam を過剰発現させた際の投射神経の形態を確認した. 
Dscam は膜貫通領域と膜近傍領域(TM)の違いにより , 細胞内局在が異なる 
(Wang et al., 2004). Dscam のエクソン 17 は TM をコードしており, 選択的スプラ
イシングにより 2 種類の TM が存在する(Dscam17.1 と Dscam17.2). Dscam17.1 は
樹状突起と細胞体に特異的に局在し主に樹状突起の形態に関与するのに対し, 
Dscam17.2は軸索へ局在し軸索の形態形成に関与する(Wang et al., 2004; Shi et al., 
2007). ただし Dscam17.2 を過剰発現させた場合は樹状突起, 軸索ともに発現が
みられる. UAS-Dscam17.1-GFP または UAS-Dscam17.2-GFP を DL1 投射神経に過
剰発現させ, 神経の形態を観察した. Dscam17.1 を過剰発現させた投射神経の軸
索はキノコ体, 側角へと伸長していたが, 側角において背側の枝分かれがなく
なっていた(n = 5/7, 図 22D). Dscam17.2 を過剰発現させた投射神経の軸索は側角
まで軸索が伸長していないもの(n = 5/11, 図 22H), 側角まで伸長しているが背側
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 の枝分かれがなくなっているものが存在した(n = 6/11). Dscamを過剰発現させる
と, 樹状突起は DL1 糸球体だけでなく, 他の糸球体へと異所的な枝分かれを生
じた(Dscam17.1, n = 6/7, 図 22B, Dscam17.2, n = 10/13, 図 22F). これは TBCD1 PN
や TBCD 過剰発現した投射神経と表現型が類似していた. これらの結果から
Dscam の過剰発現により TBCD が過剰に集積し, チューブリン二量体の分解を
促進することで, 樹状突起の異所的な枝分かれが生じると考えられる.  
 
3. 9 TBCDは Dscamの発現, 局在に影響しない 
	 TBCD と Dscam が物理的にも遺伝学的にも相互作用することから, TBCD が
Dscam の発現または局在に影響する可能性を検証した. S2 細胞に TBCD の
dsRNA 処理を行い, TBCD をノックダウンしたところ, Dscam の発現量に変化は
みられなかった(図 22A).  
	 内在性の Dscam の局在を単一細胞レベルで確認することは困難であるため, 
UAS-Dscam17.1-GFP または UAS-Dscam17.2-GFP を野生型と TBCD1 DL1 PN に
MARCM法によって発現させたが, 局在に異常はみられなかった(図 22C, E, G, I). 
これらの結果から TBCD は Dscam の発現と局在に影響しないと考えられる.  
 
3. 10 Dscamの過剰発現によってチューブリンが減少する 
	 Dscam の過剰発現によって投射神経の樹状突起に異所的な枝分かれが生じる
ことから, Dscamの過剰発現によってTBCDが集積することでチューブリンの分
解を促進し，微小管に影響を与えると予想される. この可能性を検討するために, 
S2 細胞とショウジョウバエ初代培養神経を用いて Dscam を過剰発現させ, チュ
ーブリンの染色を行った.  
	 S2細胞にDscam-GFPまたはコントロールとしてGFPを遺伝子導入した. コン
トロールでは放射状の微小管が観察された(図 23A). 一方 Dscam-GFP の発現に
よって, 放射状に伸びている微小管の量は減少した(図 23B, C). これは微小管が
不安定化しているためだと考えられる.  
	 神経細胞における Dscam 過剰発現の微小管への影響を検証するために, ショ
ウジョウバエ胚から初代培養神経を作製した(図 24A). 神経のマーカーである
Elav で染色された細胞から神経突起の伸長がみられ, Dscam-GFP が集積してい
る領域でα-チューブリンの量が減少していた(図 24B-D). これらの結果は Dscam
の過剰発現によって TBCD を介してα-チューブリンの量が減少するという仮説
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 に一致し, TBCDとDscamは神経突起形成において相互作用することを示唆して
いる.  
 
3. 11 キノコ体神経において TBCDと Dscamは相互作用する 
	 これまでの解析は投射神経のみを用いて行っており, その他の神経細胞種で
TBCD と Dscam が相互作用しているかを, キノコ体神経でさらに検証を行った. 
キノコ体はショウジョウバエの記憶や学習を司る組織であり, 3種類の神経細胞, 
α/β神経, α’/β’神経とγ神経によって形成されている(Lee et al., 1999; Heisenberg, 
2003)(図 25A). そのうちα/β神経は脳の後方に細胞体が位置し, 樹状突起におい
て投射神経からの情報を受容する. 軸索は脳の後方から前方へと伸長し, 脳の前
方において 2 本に枝分かれする(図 25B). 枝分かれした軸索の一方は背側に伸び
(α葉), 他方は正中線側(β葉)へと投射する. α葉, β葉は FasII 抗体を用いて可視化
することができる(図 25E). Dscam はキノコ体の発生過程において必要であると
言われている(Wang et al., 2002; Zhan et al., 2004). 野生型では同じ神経細胞の 2
本の軸索は, 同じ組み合わせの Dscam アイソフォームを発現することによって, 
認識し合うことができる(図25C, E). 一方Dscamの変異体では軸索同士が認識す
ることができず, 2 本の軸索が同じ方向へ伸長し分岐に異常が生じることから, 
Dscam は軸索がα葉, β葉へと分岐するのに必要であると示唆されている(Wang et 
al., 2002; Hattori et al., 2007)(図 25D, F).  
	 キノコ体神経の突起形成において, TBCD が関与しているか確認するために, 
TBCD1 変異ホモ接合体キノコ体神経の神経幹細胞クローンを作製したが, 細胞
体が減少し, α葉, β葉が形成されなかった. これは TBCD が分裂または生存に必
要であるためだと考えられる. そこで TBCD の shRNA 系統を作製し, 細胞の増
殖または生存に影響しない程度に TBCD をノックダウンした. キノコ体神経全
体に発現する OK107-Gal4 を用いて shRNA-TBCD を発現させたところ, β葉がな
くなり, α葉が太くなる表現型がみられた(図 25H, 26D). これは Dscam 変異体と
似た表現型である. この結果から TBCD はキノコ体神経の形態形成に必要であ
ると示唆される.  
	 次に TBCD と Dscam が同じ経路で働いているかを検証した. TBCD が Dscam
の下流で働いていた場合, Dscamの過剰発現の表現型はTBCDの発現量を減らし
たときに抑制されると考えられる. OK107-Gal4 を用いて UAS-Dscam17.2-GFP を
キノコ体で過剰発現させると, 細胞体から前方への軸索伸長はみられるが, α葉, 
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 β葉が形成されないことが知られている(Wang et al., 2004)(図 26A). しかし
Dscamを過剰発現させると同時にTBCDをノックダウンすると一部α葉, β葉の形
成がみられた(図 26B). さらに TBCD1 へテロ接合体にすることによっても, 
Dscam 過剰発現の表現型が抑制された(図 26C). これらの結果からキノコ体にお
ける Dscam 過剰発現の表現型には TBCD が必要であり, Dscam の過剰発現によ
り TBCD の活性または量が増えることが示唆された.  
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 4 考察 
 
	 本研究では, 生体内で神経形態形成における TBCD と Dscam の機能を解析し
た. TBCD や他のチューブリン折りたたみ補因子は投射神経において樹状突起の
形態形成や軸索の維持に細胞自律的に必要である. チューブリン折りたたみ補
因子が適切な量発現することにより, チューブリンの量を調整し, 微小管に影
響を与え, 神経突起形成に関与していると考えられる. さらに, TBCD と Dscam
が物理的に相互作用することを見出した. 遺伝学的解析によって TBCD と
Dscam が投射神経とキノコ体神経において相互作用することが明らかとなった. 
Dscam の過剰発現によっても投射神経の樹状突起の異所的な枝分かれが生じた
こと, S2 細胞と初代培養神経の Dscam の過剰発現によって, チューブリンの局
在が変化し, Dscamが集積しているところで局所的にチューブリンの量が減少し
ていたことから, Dscam の過剰発現によって TBCD が集積し, チューブリンの
分解が亢進していると考えられる. さらに, キノコ体神経において Dscam 過剰
発現の表現型は TBCD の発現量を減らすことによって抑制された. これらの結
果から TBCD は Dscam の機能に必要であり, TBCD が Dscam の下流として働い
ていると考えられる.  
 
4. 1 チューブリン折りたたみ経路による神経回路制御 
	 これまでの in vitro や酵母, 培養細胞を用いた研究から, チューブリン折りた
たみ補因子がチューブリン二量体の形成に必須であることが示されてきた
(Lopez-Fanarraga et al., 2001). さらに近年TBCBやTBCEが神経疾患と関わり, 神
経発生において必要であることが示唆されている(Bömmel et al., 2002; Martin et 
al., 2002; Parvari et al., 2002; Lopez-Fanarraga et al., 2007; Schaefer et al., 2007; Jin et 
al., 2009). 本研究によって, TBCD が生体内において投射神経とキノコ体神経の
神経形態を制御していることが初めて明らかとなった. さらに他のチューブリ
ン折りたたみ補因子の表現型解析の結果, TBCB 変異体や TBCE ノックダウンで
も投射神経において樹状突起の異所的な枝分かれを示した. これらの結果から, 
チューブリン折りたたみ補因子はチューブリン二量体の量を厳密に調整するこ
とによって, 微小管を制御し, 神経形態形成に必要であると考えられる.  
	 TBCD は中心体に存在するγ-チューブリンリング複合体の形成に関わること
や, TBCD の過剰発現は頂端結合複合体の分解をおこすことが報告されており, 
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 TBCD はチューブリンの折りたたみ以外にも機能することが示唆されている
(Cunningham and Kahn, 2008; Shultz et al., 2008). TBCD1 PN の表現型は TBCB1 PN
や TBCEノックダウン PNに比べて樹状突起の異所的な枝分かれと軸索退縮が高
頻度にみられた. そのためチューブリン折りたたみ以外の TBCD の機能が神経
突起形成に必要である可能性も排除できていない. 今後 TBCD が神経突起形成
にどのように寄与しているか, TBCD の神経細胞での局在を詳細に解析する必要
がある. またそれぞれの役割が TBCD のどのドメインによって行われているか
を同定し, 一部のドメインを欠損した TBCD によってレスキュー実験を行うこ
とによって, TBCD がどのように神経突起形成に関与しているか明らかにするこ
とができる.  
	 TBCE のノックダウンを投射神経で行うと, 樹状突起の異所的な枝分かれは
観察されたが, 軸索の形態に異常はみられなかった. これは TBCE のノックダウ
ン効率が不十分であった可能性がある. またマウスにおいて TBCE の変異体は
生後 4週から 5週にかけて軸索退縮が起こり, 進行性運動神経障害を引き起こす
ことから, TBCE ノックダウンでは老齢個体において軸索退縮が起こる可能性も
考えられる(Schmalbruch et al., 1991).  
 
4. 2 TBCDの樹状突起形態制御における機能 
	 TBCD1 DL1 PN では異所的な樹状突起の枝分かれが生じるが, TBCD は樹状突
起においてどのような働きをもっているのだろうか. 発生過程における TBCD1 
DL1 PN の表現型解析から, TBCD1 DL1 PN の樹状突起は蛹期初期には正しい糸
球体へと投射し, 蛹期中期から異所的な枝分かれが生じはじめ, 発生が進むに
つれて枝分かれの量が増加していた. さらにこの異所的にできた枝分かれは, 
特定の糸球体へとターゲティングすることはなかったが, 細胞体から正しい糸
球体へと伸びている樹状突起の主枝からできていた. これらの結果から, 野生
型の投射神経では細胞体から離れた遠位でのみ樹状突起は枝分かれをつくって
おり, 細胞体から糸球体までの樹状突起の主枝では TBCD により枝分かれの形
成が抑制されていると示唆される. TBCD1 DL1 PN では微小管の減少がみられる
こと, チューブリンの分解を亢進する TBCD の過剰発現によっても同様の表現
型がみられることから, 微小管の安定化が異所的な枝分かれの抑制に寄与する
と考えられる. 微小管の不安定化によって, 微小管依存的な細胞内輸送に異常
が生じ, 異所的な枝分かれを抑制する因子が運ばれない可能性がある.  
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 一方, 細胞内輸送の異常により, 樹状突起の遠位に運ばれるはずの枝分かれ
に必要な因子が樹状突起の主枝に蓄積することで, 異所的な枝分かれが生じる
可能性もある. 枝分かれ因子の候補としてゴルジアウトポストがあげられる. 
ショウジョウバエ da 神経では, 樹状突起の分岐点においてゴルジアウトポスト
が存在している. ゴルジアウトポストは樹状突起において微小管の重合核中心
を行う場所となり, 樹状突起の枝分かれに寄与していることが知られている
(Ori-McKenney et al., 2012). このことから, ゴルジアウトポストが樹状突起の遠
位まで輸送されず, 樹状突起の主枝に異所的に留まり, 枝分かれを促進する可
能性が考えられる.  
	 さらにエンドソームの局在が関与する可能性も考えられる. ショウジョウバ
エ da 神経において, モータータンパクであるダイニンのサブユニット dlic の変
異体 では, 遠位の樹状突起の分岐が減少し, 近位の分岐が増加する. このとき, 
野生型では樹状突起の遠位にも存在していた Rab5 を含む初期エンドソームが, 
dlic の変異体では樹状突起の遠位に分布していなかった(Satoh et al., 2008). この
初期エンドソームに枝分かれに関わる因子が含まれていると考えられる. 初期
エンドソーム成熟に関わる Strip 変異投射神経においても樹状突起の異所的な枝
分かれを生じることから, 微小管依存的に初期エンドソームの局在を調整し, 
樹状突起の枝分かれに関与する可能性がある(Sakuma et al., 2014b).  
 
4. 3 TBCDは Dscamの下流で機能する 
	 本研究において, TBCD と相互作用する分子として Dscam を同定した. TBCD
によって Dscam の発現や局在には影響がみられなかったことから, TBCD は
Dscam の下流において微小管を制御し, 神経形態形成に必要であると考えられ
る(図 27). これまでの研究によってDscamは神経発生において, 様々な役割を担
うことが示されてきた(Hattori et al., 2008). しかし Dscam の下流でどのような分
子が機能しているかはあまり知られていない. これまで知られている経路とし
て Dock/Pak シグナルが知られている. ショウジョウバエの Dscam はアダプター
分子である Dock の結合タンパクとして同定された(Schmucker et al., 2000). 
Bolwig nerveにおいてDscamはDock, Pakと遺伝的相互作用する(Schmucker et al., 
2000). さらに Dock がソーティングネキシンの一つである DSH3PX1, アクチン
重合を誘導する Wasp が相互作用することが知られており, Dscam は Dock を介
してアクチンの制御に関わっていると考えられる(Worby, 2001). しかし投射神
44
 経の樹状突起のターゲティングや軸索伸長にDockと Pakは必要ないと示唆され
ている(Sekine et al., 2013). ショウジョウバエ投射神経では Dock/Pak 非依存的に
Dscam の下流として TBCD が働いている可能性がある.  
	 哺乳類の DSCAM とショウジョウバエの Dscam の細胞外領域は保存されてい
るが, 細胞内領域は保存されていない. また哺乳類のDSCAMは選択的スプライ
シングによって多様なアイソフォームを生み出すことはない . しかしヒト
DSCAM によってショウジョウバエ Dscam の表現型を一部レスキューすること
から, ショウジョウバエ Dscam とヒト DSCAM は機能的に保存されている
(Huang et al., 2011). さらに DSCAM は p21-Activated Kinase 1 (PAK1)と直接結合
し, PAK1 を活性化することが知られており, Dscam の下流のシグナル経路は保
存されていると考えられる(Li and Guan, 2004). 興味深いことに PAK1 はヒトの
TBCB をリン酸化し, TBCB または PAK1 のノックダウンは微小管の重合を抑制
することから, PAK1 による TBCB のリン酸化は TBCB の機能に必要であると示
唆される(Vadlamudi et al., 2005). 哺乳類においてチューブリン折りたたみ補因
子が DSCAM に結合するかは不明であるが, チューブリン折りたたみ経路が
PAK1 と相互作用することによって DSCAM の下流として働いている可能性が
ある.  
	 今後哺乳類での TBCD と DSCAM の相互作用や作用点, Dock/Pak シグナルと
チューブリン折りたたみ経路の相互作用を解析することにより, DSCAM がどの
ように下流のシグナルを伝達し, アクチンと微小管のダイナミクスを制御して
いるか理解することが可能となる.   
 
4. 4 膜受容体による微小管の制御 
	 微小管のダイナミクスは多くの微小管関連分子によって制御されているが, 
どのようなガイダンス分子によって微小管関連分子が制御されているはあまり
知られていない. しかし近年軸索の成長錐体においてガイダンス分子による微
小管の制御が示唆されている. 微小管プラス端トラッキングタンパクである
orbit/ MAST が Slit の反発性の経路において, Abl の下流として働く(Lee et al., 
2004). Netrin の受容体である DCC は直接β-チューブリンと結合し, 微小管ダイ
ナミクスを制御している(Qu et al., 2013). 本研究によって, Dscam の過剰発現は
S2 細胞の放射状に伸びた微小管の減少させること, 初代培養神経において
Dscam の集積する領域で局所的にチューブリンが減少することを見出した. こ
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 れらの結果から, Dscamが局所的に集積することによってTBCDが過剰に集まり, 
チューブリン分解を亢進していると考えられる. 上述したように, Dscam は
Dock, DSH3PX1, Wasp と複合体を形成することから, Dscam がアクチンフィラメ
ントに影響し, 間接的に微小管の局在をかえている可能性も排除できていない
(Worby, 2001). Dscam がチューブリン折りたたみ補因子, Dock/ Pak 経路をどのよ
うに調整し, アクチンフィラメントと微小管のダイナミクスに影響しているか
は不明である.  
	 Dscam 変異体投射神経において微小管に影響があるかを検証するため , 
MARCM 法を用いて myc タグしたβ-チューブリンを発現させたが, 野生型と
DscamP1 PN で発現量や局在に変化はみられなかった. これは Dscam を含めた多
くのガイダンス分子からの情報を統合し, 微小管のダイナミクスが調整されて
いるため, Dscam変異体では微小管の異常が観察することができなかったと考え
られる. 今後DscamとTBCDがどのドメインによって結合し, どのようにDscam
が TBCD の機能を制御しているか, どのように TBCD を介して微小管を制御し
ているか解析する必要がある.  
 
4. 5 ダウン症との関連について 
	 脆弱 X 症候群は遺伝性であることが知られている唯一の精神発達障害である
が, その原因遺伝子は Fragile X mental retardation 1 (FMR1)であり, Fragile X 
mental retardation protein (FMRP)をコードしている(Verkerk, 1991). FMRP は RNA
結合タンパクであり, ターゲット遺伝子の発現量を抑制する. Dscam は FMRP の
ターゲット遺伝子であることが知られており, FMRP の発現量が減少すると
Dscamの発現量が増加する(Cvetkovska et al., 2013; Kim et al., 2013). Dscamの発現
量の増加は, 軸索分岐の異常やシナプス領域の大きさに表現型がでることが知
られており, 神経回路形成に影響を与えると考えられる(Cvetkovska et al., 2013; 
Kim et al., 2013). ヒトの Dscam オルソログである DSCAM は 21 番染色体のダウ
ン症に関わると言われている領域に位置する(Yamakawa et al., 1998; Korbel et al., 
2009). 脆弱 X 症候群もダウン症も精神発達遅滞を伴うことから, 類似したメカ
ニズムによって精神遅滞がおこる可能性がある. 本研究により, TBCD の発現量
の抑制は Dscam 過剰発現の表現型を一部抑制することが明らかとなった. TBCD
の解析により, ダウン症や脆弱 X 症候群による神経回路の構造変化や機能変化
に新たな洞察を与えると考えられる.  
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